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【1】研　究　組　織　と　研　究　経　費
【研　究　組　織】
研究代表者:北　洋　春　樹(東北大学大学院農学研究科,肋致捜)
研究分担者:斎　藤　忠　夫(東北大学大学院農学研究科･教　授)
雨分轄者: ･1叶　本　車ヒ大骨蛸現号抽斗巾?)
[研　究　経　費]
交付決定額(配分抜)　　　　　　　　　　　　　　　　　　(金額単位:千円)
直接経費 亊I?ﾆ??合計 
平成15年度 澱ﾃc?? 澱ﾃc??
平成16年度 釘經?? 釘經??
平成17年度 ?ﾃ??0 ?ﾃ??
平成18年度* ?緜?? ?ﾃc??
総計 ?Rﾃ??0 ?Rﾃ??
*研究計画最終年度前年度採択により辞退
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【2】研　究　発　表
1)原　著　論　文
1. Katoh, S.. H. Kitazaya, T. Shimosato, M. Tohno, Y. Kawai, T. Saito:
Cloning and characterization of swine lnterleukin-17, preferentiaHy
expressed in the intestines. J. Interferon Cytokine Res. , 24. 553-559
(2004).
2. Shimosato. T.. H. KitaZaYa, M. Tohno, S. Katoh. Y. Kawai andT. Saito:
Development of irrrnune assay system for both CpG and non-CpG DNA from lactic
acid bacteria using a transfectant of swine ToH一日ke receptor 9. JnI'm.
Sol. J., 75, 377-382 (2004).
3. Shimosato, T., H. Kitazaya, S. Katoh, M. Tohno, Ⅰ.D. lliev, C. Nagasawa,
T, Kimura, Y, Kawai and T. Saito: Augmentation of TH-1 type response by
irTTTIUnOaCtive AT ol igonucleotide from lactic acid bacteria via ToH-I ike
receptor 9 signal ing. Biochem. 6iophys. Res. Comun.. 326. 782-787 (2005).
4. Iliev, LD., H. Kitazaya, T. Shimosato. S. Katoh, H. Morita, F. He,
M. Hosoda and T. Saito: Strong irnmunostiTTlulation in murine immune cells
by LactobacH lus rhamnosus GG DNA containing novel ol igodeoxynuGleotide
pattern. Ce//u/ar M/crobio/ogy. 7. 4031414 (2005).
5. Shimosato. T.. M. Tohno, H. Kitazaya. S. Katoha, K. Watanabeb, Y.
Kawaia, H. Aso. T. Yamaguchi andd T. Saito: ToH-Like receptor g is
expressed on follicle-associated epitheHa containing H ceHs in swine
Peyer's patches. lmquno/, Left. , 98. 833-89 (2005).
6. Tohno. M., T. Shimosato, H. Kjtazaya. S. Katoh, L D. Iliev, T. Kinura,
Y. Kawai, K. Watanabe, H. Aso, T. Yanaguchi andT. Saito; Tol l-I ike receptor
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2 is expressed on the intestinal M cells in swine. Biochem. 8iophys. Res.
Conm肌. 330, 547-554 (2005).
7. Tohno, M., H. Kitazaya, T. Shimosato, M. Matsumoto, S. Katoh, Y. Kawai
and T. Saito: A swine ToH-l ike receptor 2-expressing transfectant as a
potential primary screening system for immunobiotic microorganisms. FENS
lnwuno/. Ned. MicrobI'0/.. 44, 283-288 (2005).
8. Shimosato, T., T. Kimura, M. Tohno, I.D. IHev, S. Katoh, Y. lto, Y.
Kawai, T. Sasaki, T. Saito and H. Kitazaya; Strong imunostimulatory
activity of AToligodeoxynucleotide requires a six-base loop with a
self-stabi Hzed 5'-C...G-3r stem structure. Ce//u/ar M/'crobI'0/ogy, 8,
485-495 (2006).
9. Takahashi. N., H. Kitazaya, T. Shinosato, N. Iwabuchi, J.Z. Xiao, K.
Iwatsuki. S. Kokubo and T. Saito: An imnunostimulatory DNA sequence from
a probiotic strain of Bifidobacterium longum inhibits lgE production in
vitro. FENS IlmunO/. Ned. Microb/'o/. , 46, 461-469 (2006).
10. Takahashi. N., H. Kitazaya, N. lwabuchi, J. Z. Xiao, K. Miyaji. K.
Lwatsuki and T. Saito; lrnmunostinulatory oHgodeoxynucLeotide from
Bifidobacterium longum suppresses Th2 immune responses in a nurine model.
Clin. Exp. lnmuno/., 145. 1301138 (2006).
ll. Takahashi. N.. H, KitaZaYa, N. Iwabuchi, J. Z. Xiao. K. Miyaji, K.
lwatsuki and T. Sait0-, Ora一 administration of an irrrnunostimulatory DNA
sequence from Bifidobacterium longum improves Thl/Th2 balance in a murine
model. 8iosci. Biotechno/. Biochem. , 70. 201312017 (2006).
12. Tohno. M.. T. Shimosato. M. Mouea, H. As°, K. Watanabe, Y. Kawai, T.
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Yanaguchi, T. Saito and H. Kitazaya: Toll-like receptor 2 and 9 are
expressed and functional in gut-associated lymphoid tissues of presuckl ing
newborn swine, Vet. Res. , 37, 791-812 (2006).
13. Tohno, M., T. Shimazu, W. Ueda, D. Anzawa, H. Aso, J. Nishimura. Y.
Kawai. Y. Saito, T. Saito and H. Kitazaya; Molecular cloningof porcine
RP105/MD-l invo一ved in recognition of extracel lu lar
phosphopolysaccharides from Laotooooous /actis esp. cremorI'S. Mo/.
lnwunoI. , 44, 2566-2577 (2007).
14. Tohno. M., T. Shin10SatO, Y. Kawai. H. As°. S. lkegami, N. Taketomo,
T. Saito and H. Kitazaya; An advanced noLecular immunoassay system for
imnunobiotic lactic acid bacteria using a transfectant of TolトIike
receptor 2. Jn/'m. Sci. J.. 78, 195-205 (2007).
2)総　説
1. KitaZ8Ya, H., T. Shimosato, M. Tohno and T. Saito; Immunostimulatory
activities of Lactic acid bacteria via TolトI ike receptors. Jpn. J, Lactic
acid bacter/.a. 16, ll-20 (2005).
2.下里剛士,北漕春樹,斉藤忠夫: Toll様受容体9を介するイムノバイオテ
ィツク乳酸菌DNAの免疫活性とその将来性.ミルクサイ1ンス. 54, 9115
(2005),
3.北滞春樹,斎藤忠夫:プロバイオティツク乳酸菌LactobacIJ//usrhamnosus
GG株由来ゲノムDNAからの新規免疫刺激性オリゴデオキシヌクレオチドの発見.
倉IFD=#, 48, 20129 (2005).
4.斉藤忠夫,北滞春樹;乳酸菌のイムノジェニックス研究の最近の動向.兇
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芳彦W, 55, 34-44 (2005).
5.北薄春樹.斎藤忠夫;プロバイオティクスの生物活性因子l It学庶虜の鎗
蔵　21, 25132 (2005).
6.北滞春樹: Tol日華受容体(TLR)9のリガンド構造に新知見化学と生物･ 43,
775-778 (2005).
7. KitaZaYa, Tl., T. Shimosato, M. TohnoandT･ Saito: Swine intestinal
imunity via Toll-一ike Receptors and its advanced application to food
iTTTnunOlogy. Journal of Integrated F/'e/d Sc/-ence･ 3･ 9-14 (2006)I
8.北洋春樹.遠野雅徳.下里剛士,斎藤忠夫こ豚腸管におけるToLl様受容体
の機能発現と食品免疫学への応用. #厚畜産新教59, 559-561 (2006)1
3)口　頭　発　表
【学会発表　国内]
1.下里剛士,北洋春樹.加藤真一郎.遠野雅徳,永沢千穂,木村俊臥川井　泰･
斎藤忠夫;免疫活性ATオリゴヌクレオチドのTo‖様受容体9を介するTh-1
系免疫応答の誘導　日本畜産学会　第104回大会　講演要旨集･ p･175, 2005･
2.木村俊朗.北洋春胤下里剛士,伊藤喜之,加藤真一臥遠野雅徳･永沢
千穂,川井泰.佐々木隆,斎藤忠夫;新規免疫活性ATオリゴヌクレオチドの
Laotobaci//usgasseriOLL2716ゲノムDNAからの探索　日本畜産学会　第104
回大会　講演要旨集. p.175. 2005･
3.遠野雅徳.北洋春樹,下里剛士,加藤真一郎,木村俊朗,川井泰.浪速康
I,麻生久,山口高弘.斎藤忠夫;ヒトモデルとしてのブタ腸管関連リンパ組
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織におけるTolHike receptor (TLR) 2の発現解析　日本畜産学会　第104
回大会　講演要旨集, p.175, 2005.
4　高橋典俊,北洋春樹.岩淵紀介,清水(肖)金忠,岩附意=,小久保貞之,
棄藤忠夫; Bifidobacterium longum BB536ゲノム由来ISS-ODNの抗アレルギー
作用, 2005年度　日本乳酸菌学会大会,東京, 2005.
5. lliyan ‖iev, Haruki Kitazawa, Takeshi Shimosato, Shinichiro Katoh,
Hirotsugu Morita, He Fang, Masataka Hosoda, Yasushi Kawai and Tadao Saito;
Novel ol igodeoxynucleotide in the genomic DNA of Lactobaci l Lus rhamnosus
GG eHcits strong iTTmunOStimulation.日本農芸化学会　2005年度大会　講
演要旨集, p.112.札幌. 2005 (学会トピックスに採択).
6.下里剛士,北洋春樹,遠野雅徳,伊藤喜之,川井泰,佐々木隆,斉藤忠夫;
プロバイオティツク乳酸菌由来,新規免疫刺激性DNAのToll様受容体9を介す
るTh-1系免疫応答の誘導とその構造特性.日本食品免疫学会　第1回学術集
会,東京. 2005.
7.遠野雅徳.北洋春樹,下里剛士,川井泰,渡逮康一,麻生久,山口高弘,
斎藤忠夫:ヒトモデルとしてのブタ腸管関連リンパ組織におけるToll様受容
体2および9の発現解析.日本食品免疫学会　第1回学術集会,東京. 2005.
8.遠野雅徳.北洋春樹;ブタ腸管関連リンパ組織における　ToH一日ke
receptor(TLR)2および9の発現とその機能解析.第141回日本獣医学会学術集
会,講演要旨集, p.226.つくば. 2006. (ベストポスター賞受賞).
9.馬上真之.遠野雅徳,下里剛士.麻生久,川井泰.斉藤忠夫,北洋春樹;
ブタ腸管上皮細胞(PIE)におけるToH様受容体(TLR)ファミリーの機構発現.
日本畜産学会　第106回大会　講演要旨集. p.146. 2006.
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10.遠野雅徳,下里剛士.川井*,斎藤忠夫,池上秀=,北洋春樹;プロバイ
オティクスを認織するブタTLR2強制発現細胞による新規分子免疫評価系の構
築.日本畜産学会　第106回大会　詐演要旨集, p.9, 2006･ (優秀発表賞受賞)
[学会発表　海外]
l. Kitazawa H., T, Shimosato, S. Katoh, M. Tohno. Y･ Kawai andT･ Saito:
trTTnunOStimulatory activities of a novel AT ol igonucLeotide from
"[TTmunObioticc" LactobaciI/us gasseri on swine peyer. s patch Gel lsI
ADSA-ASAS-PSA Joint Meeting, St. Louis. MO, USA, 2004.
2. ShimosatoT., H. Kitazawa, M. Tohno. S. Katoh. Y. Kawai andT･ Saito:
AT ol igonucleotide from "Imunobioticc" Lactobaclr//us gasseri augments
inynune response via ToHJ ike receptor 9 signaHng･ ADSAIASAS-PSA Joint
Meeting. St. Louis, HO, USA, 2004.
3. TohnoM.. T. Shimosato. Y. Kawai, T･ Saitoand H･ Kitazawa: Development
of a noveHTTrnunOaSSay System for iTTTnunObiotics that rnoduLate intestinal
irTTnunity through ToH-I ike receptor 2. ADSA-ASAS joint meeting,
Minneapolis, MN, USA, 2006. (Graduate student competition, finalist)
4. Kitazawa H., M. Tohno, T. Shimosato, Y. Kawai. and T･ Saito:
lmnunobiotic lactic acid bacteria induce irTTnune responses in irFmature
gut-associated lyrnphoid tissues via Tot I-L ike receptors 2 and 91
ADSA-ASAS joint meeting. Minneapol is. MN. USA,2006,
[招待講演]
1.北淳春樹,斎藤忠夫;イムノバイオティツク乳酸菌のToLl様受容体を介す
る腸管免疫調節機構の解明.日本乳酸菌学会　2004年度大会シンポジウム,
仙台. 2004年7月9日.
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2.斉藤忠夫;プロバイオティクスの示す持続的免疫修飾性､抗菌性および乳
糖分解性発現に重要な腸管付着性.日本食品免疫学会　第2回学術大会シンポ
ジウム.東京. 2005年11月9日.
3. Kitazawa, H" T. Shimosato, M. Tohno and T. Saito: Swine intestinal
imunity via ToH-like receptors and its advanced appHcation to Food
imnunology. Session A. Irnmunology and animal disease control･
International Symposium on Recent Advances in Animal Science. Sendai,
Nov. 17. 2005.
4.北滞春樹:イムノバイオティクスからの新規免疫刺激性DNAの発見と分子
免疫評価システムの構築,第1 7 1回酵母細胞研究会例会,千葉, 2005年11
月25日.
5. Kitazawa, H. ; Imune responses of lrrTnunObiotics and lrnmunogenics via
Toll-=ke receptors and their advanced appl ication to Food imunology･ 2rd
lnternational Bio一microcosmos Workshop, Sapporo, Feb. 2. 2006.
6.北薄暮8( ;パターン認放受容体を介したイムノバイオティクスによる腸管
免疫調節機構,第141回日本獣医学会学術集会　徴生物学分科会シンポジウム
r異物認証の多様性と微生物感染｣ ,訴演要旨集, p.145,つくば, 2006年3
月21日.
7.北洋春樹;イムノバイオティクスからの新規免疫調節因子の発見とその分
子免疫評価系の構築.日本畜産学会賞受賞詐演,講演要旨象　p.3.福岡.
2006年3月29日.
4)報　道
1. ｢◆農芸化学会◆森永乳業､ BB536菌の抗アレルギー活性本体を発表｣日経
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バイオテクホームページ(2005年3月30日)･
2. r東北大斉藤教授ら､乳酸菌のTLR刺激DNA配列を森乳BB536､タカナシLGG･
明乳LG21で確認｣日経バイオテクホームページ(2005年11月15日)･
5)特　許
1.免疫賦活剤　(特開2006-232790)
2. ATオリゴヌクレオチドを有効成分とする免疫応答増強性薬剤及び食品成分
(特開2006-2231 10)
3.オリゴデオキシヌクレオチドおよびこれを利用する免疫修飾割
く特開2006-325540)
6)商品開発
1.抗ブタToLトIike receptor 2ポリクローナル抗体
2.抗ブタToIL-like receptor 9ポリクローナル抗体
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【3】研　究　成　果
1)　研　究　目　的
食品は人間の生命維持や活動に必要なエネルギー源を獲得するための物質
である｡これはいわゆる食品としての一次機能(栄養素)であるが､文化の成
熟が進むにつれて､ヒトは食品に美味しさを求めるようになった｡これが食品
の二次機能(時好性)である｡さらに､第二次大磯後､日本では高度成長期に
入ってから､食品に対して体に良いものを求める峰好が出現し始め､ 1980年
代からいわゆる機能性食品が市場に出現することになる｡これら食品が訴求す
るのが食品の三次機能(生体調節機能)である[1]｡登場初期には様々な生体
調節機能を張った機能性食品が市場に氾濫していたが､ 1992年に特定保健用
食品制度が発足し､いわば国のお墨付きの機能性食品が出現した[2]0 2006
年6月15日現在､その認可数は587食品にも及ぶ｡その中でも､最も認可数の
多いヘルスクレームがr整腸作用｣に関するものであり､その代表的食品が発
酵乳である｡
発酵乳は乳酸菌による発酵により保存性を高めた伝統的食品の-つである.
その起源は古く､家畜の乳を利用し始めた紀元前3500年～5000年に中近東で
発祥したと言われている｡乳酸菌による乳の発酵は､乳にその保存性の向上だ
けでなく､発酵により産生される乳酸がもたらす爽やかな風味を与え､ヒトに
とって有益な生理機能をも付与した｡ 1907年にメチニコフ博士が｢発酵乳の不
老長寿説｣ [3]を提唱したことによって､発酵乳のヒトへの生理機能は大きく
注目されるようになり､ここ10数年間に発酵乳もしくはそれに使用される乳
酸菌の保健機能[4】は､前述の整腸作用以外にも数多くが､ in v/'tro実験系
や動物への経口投与拭験､ならびにヒト酷床試験で検証され､実験的確証(エ
ビデンス)が蓄積されつつある｡近年では世界各国において､ bifidobacteria
のようなヒト腸管由来の菌種を使用した発酵乳が盛んに開発･販売されている｡
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これらは､乳酸菌やbifidobacteriaの機能に着目して開発された製品である｡
ヒトに有益な生理作用をもたらす微生物はprobiotics (プロバイオテイクス)
[5]と呼ばれ､発酵乳に使用される乳酸菌やbifidobacteriaはその代名詞とな
っている｡ probioticsは現在ではr適正量を摂取した際に宿主に有益な作用を
示す生菌｣と定義されている[6]o probioticsは､免疫調節作用が最も研究さ
れている食品成分の一つである｡近年､自然免疫系が外来微生物の構成成分を
紋鼓し､獲得免疫系へ影響を及ぼしていることが明らかにされたことにより､
probioticsを介したヒトの免疫調節作用への応用が期待されている｡
現在､日本におけるアレルギー性疾患の有病率は38%であり､最も頻度の
高い生活習慣関連病と認弛されている｡とくにスギ花粉症はIgEが関与するⅠ
型アレルギーで､日本人の約20%が罷患し､今や深刻な社会問題とさえなり
つつある｡現在まで､これらアレルギー疾患のはっきりとした原因は解明され
ていないが､アレルギー疾患の増加している先進工業国においては､環境微生
物からの免疫系への刺激の減少が､アレルギー急増の原因と推測されている
(衛生仮説[7]) ｡通常､新生児の免疫系はHelperT細胞の中でもTh2細胞が
優勢であり､生後様々な病原微生物および正常な腸内細菌叢により適切な刺激
を受けてThl細胞が次第に発達し､ Thl/Th2のバランスのとれた免疫系が完成
すると考えられる｡もし過度の衛生状態に置かれ微生物による刺激が不十分で
あればTh2過剰のままとなり､結果的にアレルギーになりやすくなってしまう
という理論が衛生仮説であり､多くの裏付けとなる報告がなされている｡腸内
細菌とアレルギー発症の関連については多くの研究が行われており､北欧での
疫学調査からアレルギ-を有する2歳児の腸内菌叢にはbifjdobacteriaや乳酸
梓菌が少ないことおよびC/ostridlrumやStaphy/ococcus aureusが多いことが
示されている[8]o　また､母乳栄養児は調製粉乳摂取児と比べ
bifidobacteriaが多く､ a/ostridiumが少ないと報告されている[9]｡このよ
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うな知見に基づき､ probioticsによるアレルギーの予防および治療のアプロ
ーチが行われてきた｡
probiotics摂取によるアレルギーの予防および治療効果は､ Majamaaらが行
った盲式験から示唆された[10】｡その後､ LaotobacI'//us rhalmOSuS GGによる
アトピー性皮膚炎の予防効果がKalliomakiらによって示された[11]｡この研
究結果がきっかけとなり､世界中おいてprobioticsによるアレルギーの予防
および治療効果が検討され始めた｡日本においては､アレルギー疾患の中でも､
とくにスギ花粉症に対する作用が中心に研究されている｡榎本らは､
Enterococous faeca/I-s FK123の抽出物摂取によるスギ花粉症の有意な症状改
善を報告した[12].また､同様のスギ花粉症改善作用は､ Laotobaci//us
acJ'dophilus L-92やLactobaoI'//us paracasei KW3110においても報告されて
いる[13. 14]｡現在､ probiotiGSによる免疫調節作用は(1)菌体成分による
腸管粘膜に対する直接的な刺激および､ (2) probioticsの持つ高い整腸効果
により腸内細菌叢を改善することによる間接的な効果が寄与していると考えら
れている｡以上のヒト瞳床試験での作用機序を探るべく､数多くの
probioticsを用いてin vitro実験や動物実験における検討がなされている｡
これまでの報告によると､ probiotics　は､ Thl cytokine　を誘導し､ Th2
cytokineやIgE産生を抑制する[15-18]｡また､腸管粘膜の浸透性に対する影
響や､ probioticsの摂取によっていわゆる悪玉菌であるBacteroI'des fragi/is
groupの増加抑制により腸内細菌叢が影響を受けることも明らかにされている
[19】｡
probiotiGSは食品として摂取されるため､その作用は腸管関連リンパ組織
(GALT : gut associated lynphoid tissue)を介して発揮されると推測されて
いる[20]が､現時点では､ probioticsがどういった機序でGALTを通じて全
身的な免疫状態に影響を及ぼしているのか不明な点が多いc probioticsの抗
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ァレルギー作用の作用機序を明らかにするためには､基礎的知見として･
probioticsの菌体成分が示す免疫調節作用を解明して行く必要がある｡免疫
調節作用に関するprobioticsの菌体成分として､ペプチドグリカンやリボテ
ィコ酸等の細胞壁成分､および菌体外多糖成分がその活性因子として報告され
てきた[2ト23】｡ 1995年にKriegらにより大腸菌ゲノムDNA中の特異的配列
(cpGmotif)が直接Bリンパ球を刺激することが報告[24]され･ probiotics
においてもそのDNA成分の生理活性がクローズアップされた. CpGmotifは､ B
リンパ球の増殖誘導､ NK細胞の溶菌活性の増大や･各種疾病に対するアジュ
バント的役割等､様々な免疫調節作用を有することが明らかとなっている
[25]｡また､ CpGmotifのレセブタ-とされるTo=-likereceptor(TLR)9は･
樹状細胞などの自然免疫担当細胞上に発現しており､細菌のゲノムに見られる
非メチル化DNAを散旅する｡このことは･ probioticsのゲノムDNA成分が自然
免疫を介して､免疫調節作用を発揮する可能性を示唆するものであり､また､
食品として摂取したprobioticsの免疫調節作用をも期待させるものである｡
事実､ probioticsの中でも､乳酸梓菌のゲノムDNAが大腸菌ゲノムDNAと同様
にBリンパ球を刺激することが明らかにされた[26]｡また､そのDNAから幾つ
かの免疫刺激性配列(immunostimulatory sequence: lSS)もKitazawaらによ
って同定され､それらはThl cytokineであるIFN-γやtL-12を旗導すること
が示されている[27-291｡しかしながら､ヒトの大腸フローラにおける･いわ
ゆる善玉菌の最優勢菌種であるbifidobacter iaのゲノムDNA成釧こ関する免疫
刺激性の報告はこれまでに無かった0
本研究ではprobioticsの中でもとくに高い整腸作用を持つbifidobacteria
に着目し､ bifidobacteriaを用いた抗アレルギー作用を示す新規な発酵乳の
創出を目指し､その開発基盤となる基礎的知見を得るために･ bifidobaGteria
におけるDNA成分の免疫調節作用を明らかにすることを研究の目的とし･具体
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的には以下の研究を遂行した｡すなわち､ eifI'dobacterium /ongunl BB536のゲ
ノムDHAより免疫刺激性配列の同定を試み､その同定した免疫刺激性配列の抗
アレルギー作用の検討をin vitroおよびin v/'voレベルで行ったo
アレルギー疾患は現在のところ根治療法は確立しておらず､対症療法として
抗ヒスタミン剤や合成ステロイド等が用いられる｡ probioticsによるアレル
ギー症状改善作用は､薬剤のように症状を抑えられるようなものではないが､
これまでの報告によれば､毎日摂取することによってアレルギー症状の抑制効
果が期待できるものと言える｡和歌山県での中学生のアレルギーに関する疫学
調査では､発酵乳摂取習慣の有無により､血清総IgE値およびアレルギー発症
頻度に有意な低下が見出されている[30].この調査結果は､ probioticsを主
とする発酵乳の摂取が､アレルギー発症に対して重要な抑制因子の一つである
ことを示唆するものである｡本研究で取り組んだ､ probioticsの菌体構成成
分であるDNA成分の免疫調節作用を明らかにすることは､これまで不明であっ
たprobiotiOsの抗アレルギー作用における作用機序を､物賞論的に論じるこ
との出来る研究レベルまで高めることが期待されるものである｡
2)研　究　実　施　計　画
本研究は.これまでの知見を基礎とし,乳酸菌およびビフィズス菌DNAの消
化管免疫を介するアレルギー発症防御機構を解明し,乳酸菌およびビフィズス
菌DNAによる新規機能性食品"アレルギー発症予防ヨーグルト"の創製を目指
した,戦略的基礎研究を行うことを目的とする･
[平成1 5年度1
1. Toll様レセプター9発現細胞の構築
2. Tot l様レセプター9発現細胞を用いた乳酸菌DNAの活性評価系の構築
- 14-
3. 6ifidobacteriunl /ongunT BB536ゲノムDNAからの免疫刺激性オリゴデオ
キシヌクレオチド(OD…)配列の決定
[平成1 6年度]
1.免疫刺激性ODNのThl/Th2サイトカイン転写活性制御機構の解析
2.免疫刺激性ODNによるアレルギー発症防御関連サイトカインの誘串解析
【平成1 7年度]
1.免疫刺激性ODNのI'n vitroにおける抗アレルギー作用の検討
2.免疫刺激性ODNのin vivoにおける抗アレルギー作用の検討
3)研　究　成　績
1.材料および方法
1-1)試薬
本実験においては､断りの無い限り､和光純薬工業(秩)社製の特級または
1級試薬を使用したo　また､水は全てミリQ水を使用した｡
1-2)実験動物
Specific pathogen free (SPF) BALB/Cマウス(雄)は日本SLC (Japan)よ
り5週齢の雄を雅人し､ Fl飼料(船橋農場, Japan)および水道水を自由摂取
させ､予備飼育を行った｡美浜には6週"8適齢の個体を用いた｡
なお､本章おける全ての動物実験は､ r実験動物の飼養および保管等に関す
る基準｣ (昭和55年総理府告示第6章)を遵守し､実施した｡
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1-3) Bifidobacter/'um /ongum BB536の培養と継代
8/'fidobaoteriunl longunT BB536は､森永乳業株式会社栄養科学研究所保管株
であり､分離源は成人ヒト糞便である｡ BB536はTanakaらの報告【31]にある
Briggs-Liverbrothを使用し､ 3%接種(V/V)にて37℃､ 16時間の条件にて継
代培養を行い維持した｡
1-4) Bif/'dobaoterium longum BB536ゲノムDNAの調製
8ifidobacterium /ongumBB536の培養菌体を遠心分離(8,000g, 10分, 4℃)
にて集菌し､ 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.2)を使用して2回同遠心分離条
件での遠心洗浄を実施した｡菌体の酵素処理は次の通り行った｡菌体20 mg当
り､ OIAGEN RNase 10 FL l､ Lysozyme 8mgおよびN-acetylmuramidase SG 0.5mg
(生化学工業, Japan)を5nLの50mMTris-HCl buffer (pH7.2)中で､ 37℃
2時間保持後､ 100 LLlのOIAGENProteinaseKを添加し､さらに16時間37℃
にて保持した｡酵素処理液からのゲノムDNA精製は､ QlAGENGenomic-tipを使
用し､ QlAGEN Genomic DNA protocolに従い実施した｡得られたゲノムDNAは
50 FL富/mlとなるようにTE buffer (10mM TrisIHCl buffer, pH 7.4)に溶解
し､直ちに次の実験に供した｡
1-5) 8/'fidobacterium /ongunl BB536ゲノムDNAからの免疫刺激性配列の決定
1- 511) eif/'dobacteriunl /ongunl BB536ゲノムDNAからのエンドトキシン除去
BI'fidobaoterI'um /0/即BB536のゲノムDNA溶解液の1/10量の3 M酢酸ナ
トリウム溶液を添加し､さらにその3%量(V/V)のTritonX-114を添加し棟拝
後､アイスバス上で5分間保持したo　この間1分毎に棟拝した｡ 56ocのと-ト
ブロック上で5分間保持後､ TritonX-114を析出させ､その後､ 37℃で17,000
g､ 1分間遠心分離した｡ 4℃に冷却､横枠後､再度56℃のヒートブロック上
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で5分間保持し17.000g､ 10分間遠心分離した｡上層をマイクロピペットで下
層を乱さないように集め､ 2倍量(V/V)の100%エタノールを添加後､ -80℃で
30分間保持した. 4oCにて17,000 g､ 10分間遠心分離した後､上浦を捨て､
70%エタノールで2回遠心洗浄した｡上,1を捨て減圧乾燥後､ 500　LLg/mIとな
るようendtoxin-free蒸留水(大塚蒸留水, Japan)を加え､ 120oCで凍結保存
した｡
1-5-2) BifI'dobacterI'um /ongum BB536ゲノムDNAの制限酵素処理
ゲノムDNAI FLg当り3 unitのSau3Al (Takara Bio. Japan)を反応させ､
8/'fidobacteriunl /ongum BB536ゲノムDNAの完全消化を実施した｡反応条件は､
酵素付属の10XHbufferを使用し､このbufferおよびSau3Alの各容量が反応
系の1/10以下となるように蒸留水を添加し､ 37℃16時間反応させた｡反応後､
一部の反応液をアガロース電気泳動に供し､その消化を確認した｡
制限酵素処理したゲノムDNAの電気泳動は､ 1.5%および2.5%のアガロース濃
度の電気泳動用ゲルを用いて実施した｡泳動用緩衝液はTBE buffer (90 mM
Tris-ホウ酸､ 2mM EDTA､ pH 8.0)を用い､分子iマ-カーとしてl kbp DNA
ladder (TakaraBio)を使用した｡泳動装置はMupid-2 (コスモバイオ, Japan)
を用い､ 100Vの定電圧条件下で実施し､泳動後のゲルは0.5　〟g/mlエチジウ
ムブロマイド溶液に30分間に浸して染色し､ UVにて検出した｡
ト5-3) BALE/Cマウス牌臓細胞の調製
BALB/Cマウスより摘出した肺臓から､ 100 1∪/mlペニシリンおよび100
〟g/mlストレプトマイシンを含むPBSに牌臓細胞を漏出させ､細胞浮遊液を調
製した｡細胞浮遊液を遠心分離(300 g, 5分, 4℃)後上溝を除去し､次いで
eBioscience l XRBC Lysis 8uffer (eBioscience, USA)を3 ml/匹になるよう
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に加え､室温で3分間保持して赤血球を破壊した. PBSを12 mI加えた後､フ
ァルコンセルストレーナー(BD352350)を使用して凝集細胞を取り除き､遠心
分離(300g, 5分, 4℃)RPMI1640培地を加え､ 2回遠心洗浄(300g. 5分, 4℃)
後､ RPHI1640培地を加え､トリパンブルー染色により､細胞計数用スライド
グラスを用いて生細胞数を計数した｡
1- 5-4)マウス肺臓細胞に対するリンパ球幼若化試験
マウス牌臓細胞を2×105 ceHs /wellになるように2% FCSを含むRPMI1640
中に懸濁し､ 96穴∪字型マイクロプレート(住友ベークライト, Japan)に90
FLl播種した｡調製済みのゲノムDNA試料溶液10 JLlを各weHに加え､ 37oC
48時間､ 5 % CO2インキュベーターで培養した｡ 20 FLg /ml LPS (Escher/'oh/'a
co/iOlll:B4. Sigma)および2 LLg /ml Concanavalin A (Sigma)をそれぞれ
B　およびT細胞のポジティブコントロールとして使用した｡ 0.1ml　の
3日-Thymidineを3.9mlのRPMI1640培地(-FCS)に加え､ 40倍に希釈し､培養
終了16時間前に､各we日にこの溶液を10 〟l加え(925kBq/we‖) ､再び
CO2インキュベ-ターで培養した.培養後､各ウェルの細胞をグラスファイバ
ーフィルター(Labo Mash, Labo Science, Japan)に集め乾燥させ､専用バイ
アルに液体シンテレータ-用カクテル(1, 4-bis(5-phenyl-2-oxazolyl)benzene
0.1 gおよび2,5-diphenyloxazole 4.0 g / 1L toluene) 3nlと共に加え､液
体シンチレーション用カウンター(Beckman Instruments, USA)で測定した｡
リンパ球幼君化活性は3日-Thymidineの取り込み量から､以下の式を用いて
Stimulation Index (Sl)として算出したo
SI ≡ [ (counts/min).∩ t,.8t.d c…-(counts/min)b.ckg,OUR.]/[ (counts/nin) in ｡｡nt,｡.
C...a - (counts/mi n)baBkg.｡und]
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1- 5-5)アガロースゲルからのDNA抽出
アガロースゲル電気泳動､染色後のゲルからのDNA抽出は､ 810-RADOuantum
prep Freeze N Squeeze Spin Co一umn (Bio-Rad. USA)を用い､そのプロトコル
に従って行った｡すなわち､染色後の2.5 %アガロース濃度ゲルから500 kb以
下の部分を切り出し､切り出したスライスを細かく切り刻んだ｡刻んだゲルを
Spin Columnのフィルターカップに入れ､フィルターカップを付属のチューブ
に収め､ 120oCで5分間保持した｡保持後直ちに11,000gで3分間遠心分離し､
エタノール沈殿､ 70%エタノールによる洗浄を行い､ 50ng/〟lとなるよう蒸留
水に溶解して-20℃で凍結保存した｡
1- 5-6) pUC119へのLigation反応
Ligation反応は､ PGEM-T and PGEN-T Easy Vector Systems (lnvitrogen)
の一部を使用し､以下の組成により､ 4℃16時間反応させることにより､実施
した｡終了後は直ちにトランスフォーメーションに供した｡
(紘)
pUcl19 (50ng/i I,TakaraBio)　　　l il
DNA (50ng/il)　　　　　　　　　l i1
2 X Rapid Ligation Buffer (Invitrogen:　5 i I
T4 DNA Ligase (hvitrogen)　　　　l i 1
Miliq　　　　　　　　　　　　　　　　2 i 1
Total 10 H
1- 5-7) Esoher/'chlra CO/i JM109へのTransformation
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丸底チューブに以下組成のReactionmixtureを作成し､氷上で保持しておい
(Reaction mixture )
10?KCM　　　　　　　　　　　　　　　10 il
(KC1 7.46g, CaCl23.32g,
おぜ　MgC12 ･ 6H20 10.16ginH20 100ml)
30% PEG (polyethylene glycol)　　　7 i 1
DNA solution (50 ng相当　　　　　10 i 1
Miliq　　　　　　　　　　　　　　73 i 1
Total 100il
た｡
E.oo/i JM109 (100 FLl, OD 0.2-0.3)を水中にて10分間保持後､ JM109をチ
ューブに加え､軽く横枠後､水中で25分間保持し､次いで､室温で10分間保
持した｡ SOCbrothを800 〟l加え､ 37℃で1時間振とう培養した｡ 100 〃l
のX-Gal (5-Brom0-4-chlor0-3-indolyl-β-D-galactoside)溶液
(20 mg/nI N, 〟-dinethyLformanide)を予め塗末したアンピシリンを含むLB
平板培地にまき､ 37℃16時間培養した｡白色のコロニーを釣菌し､ LB
(Luria-Bertani)平板培地(日本製薬. Japan)に画線培養し､プレ-ト上の
コロニーを滅菌楊枝で掻き取り､楊枝ごと3mlのTerrificbrothに入れ､ 37℃
で16時間振とう培養した｡
1- 5-8) E. col/'JM109からのPlasmid抽出
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Terrificbroth (3mL)で増殖させたJM109は､ 1本の1,5mlエツペンチュー
ブで2回に分けて遠心集菌した｡菌体を解した後､プラスミド抽出は､
BIO-RAD Quantum Prep Plasmid Mini Prep Kit (Bio-Rad)を使用し､そのプロ
トコルに厳密に従い実施したo最終的に抽出･精製プラスミドは､ TE buffer
50FL Iに溶解させ､ -20oCにて保管した｡
(Terrific broth, 1000 ml)
Bacto tryptone (BD)　　　　　12 g
Bacto yeast extract (BD)　　　　24 g
glycero1　　　　　　　　　　　5･04 g
250mMKCl (1.86g/100mi)　　　20 m1
900 mlに轟磨ヌ矛襟､　　　121℃15分滅菌却後
以申渡液　　100 ml加あ｡
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1- 5-9) PlasmidからのPCR反応
PCR反応には､ TAKARA BIO rTaqpolymerase kit (Takara Bio)を使用し､そ
のプロトコルに厳密に従い実施した｡すなわち､予め以下のReactionmixture
を調製した｡
(Reaction mixture､ 1サブ沓牡)
10? buffer(TakaraBio)　　　　　　　10日
2.5 mM dNTP(TakaraBio)　　　　　　　8 i I
M13M41M13RV primer(20 pmol/i I)　　4 i I
Miliq　　　　　　　　　　　　　　　76.5　日
次いで､ PCR用チュ-ブに精製plasmid (100 ng/JLl)をl JJl入れ､ 4oCで
保持しながら､ rTaqpolymeraseを1サンプル当たり　0.5 FLlとなるように
Reactionmixtureに添加し､ 4oCで保持しながら99 FL lをPCR用チューブに添
加後､ PCR反応をスタートした｡使用したPCR GyGleは以下の通り｡
(ER qcld
95℃　　300　sec
95℃　　　30　sec
55cc　　　30　sec
72cc　　　30　sec
72℃　　　60　sec
4℃　　　∞
反応後､一部をアガロース電気泳動に供し､ PCR産生物の有無を確認し､さ
らに純度を高めるため､ QIAGENOIAqiuckPCRPurificationkit (QlAGEN, USA)
を用いて精製し､最終的な溶解は蒸留水で行った｡
また､挿入断片の塩基配列はTakara Bio Taql. Cycle Sequencing Kit(Takara
Bio)を使用して増幅後､ ABI 3100-Avant Genetic Analyzer DNA scquencer
ー22-
(Applied Biosystems, USA)により決定した｡
ト5-10) PCR産物のリンパ球幼君化活性の測定
PCR産物は500 pmol/mlとなるように蒸留水に溶解させた｡また､コントロ
ールとして､ライゲーション反応を行っていないpUC119に対して同様のPCR
反応を行い､得られた産物は蒸留水で500 pmol/ml濃度に調製した｡これら
PCR産物は先の条件でマウス牌臓細胞のリンパ球幼若化活性試験を実施した｡
Slを算出後､最終的にはpUC119単体でのPCR産物のSI値を1とした相対値と
して示した｡
1- 5-ll)免疫刺激性配列候補配列選出のための相同性解析
塩基配列の相同性解析は､ GENETYX-SV/RC Version6.1.5 (Software
D即elopment. Japan)により実施した｡免疫刺激性配列候補配列の選定に当た
っては､ CG配列付近でとくに相同性の高いものをピックアップし､またポジ
ティブコントロールとして用いるODNの長さに合わせて､ 20merの配列を選出
した｡
1- 5-12)オリゴデオキシヌクレオチド(OD…)の化学合成
本章で使用したODNは全てQIAGENに化学合成を依頼した｡ ODNのポジティブ
コントロールとしては､
マウスタイプCpG1826 (5㌧TCCATGACGTTCCTGACGTT-3■ )を用いた｡またODNの
ネガティブコントロールとしては､ CpG1826の全シトシンの5'位がメチル化
されているCpG1826Me (5㌧TCCATGAmCGTTCCTGAmCGTT-3', where mC in° icates
5.-methyl cytosine)を使用した｡化学合成品されたODNのエンドトキシン濃
度は､トキシカラーシステム(生化学工業)を用い測定し､その濃度が10ng/mg
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ODN未満であることを確認した｡
l- 5-13) J774. lcellからのlト12誘導書式験
マウスマクロフア-ジ様細胞であるJ774.1 celLは､理化学研究所バイオリ
ソースセンター(Japan)より分醸された｡培地には､ 10% FCS､ 2.1 mM
L-glutamine､ 100 IU/ml penici=in　および100 jig/ml streptomycin
(Invitrogen)を含むRPMI 1640 (lnvitrogen) (completemedium)を使用し､
37℃､ 5% CO2インキュベ-ターで維持培養した｡ 200 LL lのcomplete medium
に懸濁したJ774.1細胞(4.0×105 Gells)を96穴細胞培養用マイクロプレー
ト(BD)に播種し､ 2時間37℃､ 5%CO2インキュベ-タ-で維持した｡ complete
mediumで2回洗浄した後､ ODNを終濃度10　LLMとなるように加え､ 37℃､ 5%
CO2インキュベーターで維持した｡ 24時間後､培養上兼を回収し､ -20℃で保管
した｡
1-5-14) ELISA
培養上浦中の]L-12は､ DuoSet ELlSA Development Systerns (R&D Systerns.
us九)を使用して測定した｡測定に当たっては､同kitのプロトコルに厳密に従
って実施した｡また､ ELISAプレートの洗浄には､ ELISAプレート用ウオッシ
ャー(Model 1575. Bio-Rad)を使用し､吸光度はMultiskan Spectrum 1500
(Thermo EleOtron)を使用し測定した｡
1- 5-15) ODN BL07が刺激するリンパ球サブセットの検討
マウス肺臓BおよびTリンパ球の精製は磁気ビーズ分離法､すなわちMACS
システム(Miltenyi Biotec, Germany)を使用して実施した｡ 2-6の方法に準
じて調製したマウス肺臓細胞を細胞分離用buffer (0.5%BSA (Sigma)および2
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mM EDTAを含むPBS)に懸濁し､ビオテン横紙抗マウスCD45R抗体(Miltenyi
Biotec)で4℃､ 20分間反応させ､洗浄後､ストレプトアピジン榛雑マイクロ
ビ-ズ(M‖tenyi Biotec)を4℃､ 15分間反応させたoその後､ MACSカラム
(Miltenyi Biotec)に供した｡吸着画分をBリンパ球画分､非吸着画分をT
リンパ球画分とし､それぞれ2×105 Gells /wellになるように2肝CSを含む
RPM11640中に懸濁し､ 2-7の方法と同様にリンパ球幼若化試験に供した｡
1- 5-16)マウスTLR9導入細胞によるODN BL07のレポーターアツセイ試験
ヒト293T細胞は東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センター(Japan)よ
り分譲された｡培地には､ complete DMEM (10% FCS, 50 mg/ml
penici l l in/streptonlyCin. 2mNL-glutamine, 10mMHEPESbuffer, 0･ ll mg/ml
sodium pyruvateおよび0.5 mM 2-メルカプトエタノ-ルを含むDulbecco's
modified Eagle medium)を使用し､ 37℃､ 5% CO2インキュベーターで維持培養
した｡
293T細胞を¢60 mのDishに1×106個ずつ播種し､ 37℃24時間､ 5% CO2イ
ンキュベーターで培養した｡その後､リボフエクタミン(lnvitrogen) 10 〟l
をOPTトMEM培地(Invitrogen) 200 FL lに混合した溶液とpcDNA3+mouseTLR9
vector 2.5 JLgおよびNF-kappaB luciferaseベクター2.5 LLgを溶解した
opTトHEM培地200〟 lを混合した｡培地を1.6ml加えてtota12mlとした後､
細胞の入ったDishに加え､ 4時間37℃5 % CO2インキュベーターで維持した｡
その後､ 20% FCSを含むD-MEN培地を2 ml添加し(FCS終濃度10%) ､一晩培
養した｡リボフェクタミン添加24時間後にPBSで3回洗浄し､培地を10%FCS
を含むDIMEM5mlに置換した｡さらにその24時間後､ 24穴マイクロプレート
に4×104個ずつ2% FCSを含むD-MEN lmlに置換して播種し､ 37℃5 % CO2条件
下で一晩インキュベートした｡
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その後､ ODN(10 Jim)を添加､ 24時間刺激後1 ×CeH Lysisbuffer(Promega,
USA)で室温､ 10分間処理し､細胞溶解液を回収した｡同溶解液を遠心分離
(17.000g, 5分. 4℃)後､上溝を回収した｡この上清にルシフェリンを添加
し､添加直後から　2-10sec　までの発光変化をプレートルミノメーター
(MicroLumat Plus LB96V. Berthold TeGhnologies. Germany)を用いて測定し､
その際の発光強度をNF-kappaB活性とし､次式を用いてSI値として評価した｡
SI ≡ [(resonance unit (RU)).nらt.mulated｡ultu,. - (RU)background]/[(RU).n
n｡n_st(nu..I.｡n - (RU) b｡｡kg,oun｡]
1- 5-17)統計処理
本章で得られた実験結果は､平均値±模準偏差(SD)として示した｡また､
統計学的分析にはMicrosoft Excel 2000 (Microsoft, USA)を使用し､対応の
無いStudentのt検定により実施し､ p値が0.05未満である場合､有意差があ
ると判定した｡
1-6) ODN BL07のI'n vitroにおける抗アレルギー作用の検討
1-6-1)実験動物
Specific pathogen free (SPF) B札B/Cマウスは日本チャールズリバー
(Japan)より　6週齢の雄を購入し､ CRF-1飼料(オリエンタル酵母工業,
Japan)および水道水を自由摂取させ､ SPF環境下での予備飼育を行った｡実験
開始時には7週齢の個体を用いた｡
ト6-2) ODNs
ODNは全てSigmaGenosys (Japan)に化学合成を依頼した｡本節の実験で使用
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したODHはODN BLO7 (5' -GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3' )およびBL07のフオス
フォロチオエート修飾体ODN BLO7S (同配列)である｡化学合成されたODNの
エンドトキシン濃度は､トキシカラーシステム(生化学工業)を用い測定し､
その濃度が10 ng/mg ODN未満であることを確認した｡
1-6-3)卵白アルブミン(OVA)によるBALB/Cマウスの感作
10 mg/mL OVA (grade V, Sigma)溶液を注射用生理食塩水(大塚製薬)を用
いて調製した｡調製後､ OVA溶液は0.22 JJmの滅菌フィルター(MlLLEX-GV,
ミリポア. Japan)を用いてフィルター漉過した｡この溶液と等量の水酸化アル
ミニウムゲルを混合し､総量で200 FLl (OVA 1 mg/mouse,水酸化アルミニウ
ムゲル2 mg/mouse)を､ 7適齢の堆BALB/Cマウスに腹腔内授与した｡
1-6-4) OVA感作マウス牌臓細胞からのIgEおよびcytokine誘斗試験
2-1-3でOVA感作させたBALB/Cマウスから､腹腔内投与の10日後に牌臓細
胞を調製した｡調製した牌臓細胞をOompletemedium (12.5% FCS)に懸濁し､
2.5×106cell/mlに濃度を調整した後､ 48穴マイクロプレート(BD)に400JJl
播種した｡播種後､直ちにRPMI1640培地に溶解させフィルター漉過した1
mg/m川VAを50 〟 I (終濃度100 〟g/ml) ､ ODNサンプル(ODNBLO7およびODN
BLO7S)を50 〟l (終濃度0.1-10 〟H)を添加･摸坪後､ 37℃､ 5%CO2イン
キュベーターで培養した｡ 7　日後､培養液を回収､遠心分離(500 a, 5分,
4℃)後の上溝を-20℃で保存した｡
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ト6-5) Igアイソタイプスイッチアツセイ
2-1-3でOVA感作させたB札B/Cマウスから､肺臓細胞を調製後､精製Bリン
パ球を調製した｡本実験では､ 1度日で縛られたBリンパ球をさらにもう一度
同様の精製工程を繰り返すことで､より純度の高いBリンパ球を得た｡精製B
リンパ球をcomplete mediumに懸濁し､ 2.0×106 cell/mlに濃度を調整した後､
10 ng/mlマウスリコンビナントILl4 (R&D Systems)および3 LLg/ml抗マウ
スCD40抗体(R&D Systems)存在下で､ 37℃､ 5 %CO2インキュベーターで培養
することにより､ IgEを産生させた｡ ODNサンプルは培養開始直前に各濃度で
添加し､ 10日後に培養上浦を2-1-4の方法と同様に回収し､ -20℃で保存し
た｡
ト6-6 ) ELISA
本実験では､培養上溝中のtotal lgE､ IgGl　およびIgG2a　は　Bethyl
laboratory lnc (USA)製､ cytokine (lL-4. 1L-12およびIFN-γ)については
DuoSet ELISA Development Systems (R&D Systems)を使用して測定した｡測定
に当たっては､各kitのプロトコルに厳密に従って実施した｡また､ ELISAプ
レートの洗浄には､ ELISAプレート用ウオッシャー(Bio-Rad)を使用し､吸光
度はMultiskan Spectrum 1500 (Thermo Electron)を使用し測定した｡
1-6-7)統計処理
本章で得られた実験結果は､平均値±標準偏差(SD)として示した｡また､
統計学的分析にはMicrosoft Exce一 2000 (Microsoft. USA)を使用し､対応の
無いStudentのt検定により実施し､ p価が0.05未満である場合､有意差があ
ると判定した｡
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ト7)皮下投与におけるODN BL07の抗アレルギー作用の検討
1-7-1)実験動物
specificpathogenfree (SPF) BALB/Cマウスは日本チャールズリバーより6
適齢の雌を購入し､ CRF-1飼料および水道水を自由摂取させ､ SPF環境下での
馴化飼育を行った｡実験開始時には7適齢の個体を用いた｡
ト7-2) ODNs
oDNは全てSigmaGenosysに化学合成を依頼した｡本節の実験では､免疫刺激
性配列としてODN BLO7S (5' -GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3' ､ BL07のフオスフォ
ロチオエート修飾体)およびネガティブコントロールとして､第3章の検討に
おいてリンパ幼若化活性もIL-12誘導も確認されなかった
ODN BLO6S (5'一CGTTAGTGGGTTTCGCCCAT-3' )を用いた｡化学合成されたODN
のエンドトキシン濃度は､トキシカラーシステム(生化学工業)を用い測定し､
その濃度が10 ng/mg ODN未満であることを確認した｡
1-7-3)実験プロトコル
pBSとInject Alum (Pierce, USA)を等量混合した溶液を作成した｡この溶
液を用いて､対照群としてはOVA 20 FLg/100 JJl､ ODN群としてOVA20 LLg
およびODN (0.1-10 〃g) /100 〟lとなるように調製し､ 7適齢のBALB/Cマ
ウスに100 〃l皮下授与した｡ 1回目の投与日をDOとし､ D14にも同条件での
皮下投与を行った｡
2回目の皮下投与7日後､すなわちD21に尾部より採血し､遠心分離後(2000
8, 15分,室温)血清のみを回収し､血清は-20℃で保存したo Time course
StUdyにおいては､ D21に加えて､ D14およびD28でも採血を実施した｡
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1-7-4)マウス肺臓細胞からのcytokine誘導試験
マウス牌臓細胞の調製は､第3章材料と方法2-6に準じて行った｡調製した
細胞をconplete medium (10% FCS)に懸濁し､ 5.0×106 cell/mIに濃度を調整
した後､ 48穴マイクロプレート(BD)に400 FLL播種した｡播種後､直ちに
RPMI1640培地に溶解させフィルター漉過した1 mg/m1 0VAを100 〃l (終濃度
100 JLg/nl)を添加.横枠後､ 37℃､ 5 % CO2インキュベーターで培養した｡ 3
日後､培養液を回収し､遠心分離(500g. 5分, 4℃)後の上溝を回収し､ -20℃
で保存した｡
TGトβの誘導に関しては､ Nakaoら[32]の方法を参考にした｡すなわち､
調製した細胞を100 lU/ml penic=lin　および100　LLg/nlL streptomycin
(Invitrogen)を含むAIM-V培地(FCS非含有) (Invitrogen)に懸濁し､ 5.0
×106cell/mlに濃度を調整した後､ 48穴マイクロプレート(BD)においてOVA
100 JIG/ml存在下または非存在下で､ 37℃において5 % CO2インキュベーター
で4日間培養した｡培養液を回収し､遠心分離(500 ど. 5分. 4℃)後の上溝
を回収した｡上清500 〟lに対し1 HHCl 100 〃lを添加し､室温で10分間保
持後､ l.2 M NaOHを含む0.5 M HEPES buffer (Invtrogen)にて中和し､ -20℃
で保存した｡
ト7-5)フローサイトメトリー解析
D21で得られた牌臓細胞中のCD4◆CD25+ T細胞の発現を検討するため､
FACSCal iburT" flow cytometerを用いた解析を実施した｡すなわち､調製した
肺臓細胞を適当iの　antトmouse PECy5-CD3､ anti-mouse PE-CD4　および
anti-mouseFlTC-CD25モノクローナル抗体(eBioscience)を使用して､ 4℃で
30分間維持して染色した｡その後､ 2%FCSを含むPBSにて遠心洗浄後､再度同
緩衝液に懸濁させ分析に供した｡総細胞数で100,000個取り込み､解析はCeI l
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Quest software (BD)を用いて実施し､各個体毎でのCD4◆CD25◆T細胞の比率を
算出した｡
ト7-6 ) ELISA
本実験では､培養上溝中のTotal lgE､ IgGl　およびIgG2a　は　Bethyl
laboratory lnc製､ cytokine (lL-4. lL-5, lLl10. IL-12, IL-13, lFN-γお
よびTGF-β)についてはDuoSet ELlSA Development Systems (R&D Systems)
を使用して測定した｡測定に当たっては､各kitのプロトコルに厳密に従って
実施した｡また､ ELISAプレートの洗浄には､ ELISAプレート用ウオッシャー
(Bio-Rad)を使用し､吸光度はMultiskan Spectrum 1500 (Thermo Electron)
を使用し測定した｡
OVA特異的Igの測定は､ Satoら[33】の方法に準じて行った｡標準血清は
OVA 20 〟g/alum 4mgを2週間ごとに3回皮下投与したBALB/Gマウスの最終免
疫から1週間後の血清を用いた｡結果は､標準血清を用いたELISA反応での値
を1000 U/mlとした相対値で示した｡
1-ト7)統計処理
本章で得られた実験結果は､平均値±林準偏差(SD)として示した｡また､
統計学的分析にはSPSS statistical version ll.0 (SPSS)を使用し､群聞比
較はMann-Whitney a-testにより実施し､ p値が0.05未満である場合､有意差
があると判定した｡
1-8)経口投与におけるODN BL07の抗アレルギー作用の検討
1-8-1)実験動物
Specificpathogenfree (SPF) BALD/Cマウスは日本チャールズリバーより7
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週齢の雌を購入し､ CRト1飼料および水道水を自由摂取させ､ SPF環境下にて
馴化飼育を行った｡実験開始時には8週齢の個体を用いた｡
1-8-2) ODNs
oDNは全てSigmaGenosysに化学合成を依頼した｡本節の実験では､免疫刺激
性配列として第3章で同定したODN BLO7S (5㌧GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3'､
BL07のフオスフォロチオエート修飾体)を用いた｡化学合成されたODNのエン
ドトキシン濃度は､トキシカラーシステムを用い測定し､その濃度がlong/mg
ODN未満であることを確認した｡
ト8-3)実験プロトコル
実験群は3群設定した｡ ODN群にはD0-2およびD7-9の計6回､ 5mg/ml PBS
のOD‥ BLO7S溶液を200 〃l､すなわち1回当たり1 mg/mouseとなるようゾン
デ授与した｡コントロ-ル群およびnaTve群(実簾コントロール)では200JJl
のPBSを同様に授与した｡
抗原感作には2-1および2-2と同様､ OVAを使用した｡すなわち､ 200 〃g/ml
OVA (Sigma)溶液を注射用生理食塩水(大塚製薬)を用いて調製した｡調製後､
oVA溶液は0.22仰の滅菌フィルター(ミリポア)を用いてフィルター漉過し
た｡この溶液と等量の水酸化アルミニウムゲルを混合し､混合溶液を100 〟l
(OVA 10 〟g/mouse.水酸化アルミニウムゲル1 mg/mouse)を､ D2およびD12
の計2回､ ODN群およびコントロール群のマウスに腹腔内投与した｡ naTve群の
マウスには､水酸化アルミニウムゲルのみを腹腔内投与した｡
D20においてエーテル麻酔下にて､腹部下行静脈から採血することにより屠
殺し､直ちに牌臓を摘出し､肺臓細胞の調製を行った｡血液は遠心分離(2,000
g 15分,室温)にて血清を分離し､ -20℃にて保存した｡
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ト8-4)肺臓細胞からのGytOkine誘導試験
牌臓細胞の調製は､第3章材料と方法2-6に準じて行った｡また､その後の
cytokine誘導試験は､全て2-2-4の方法に準じて実施したo得られた培養上汁
液はGytOkine測定までの間､ -20℃にて保存した｡
ト8-5) ELISA
本実験では､培養上溝中のTotal lgE､ IgGlおよびIgG2aはBethyl
一aboratory lnG製､ cytokine (lL-4, lL5. 1L-10. Ⅰト12. 1L-13, IFN-γお
よびTGF-β)についてはDuoSet ELISA Development Systems (R&D Systems)
を使用し､本章2-2-6に準じて測定を実施した｡
ovA特異的Igの測定は､ Satoら[33]の方法に準じて行った｡ OVA特異的tg
の測定で用いた標準血清には､ OVA 10 〟g/alum lmgを10日ごとに3回腹腔内
投与したBALB/Cマウスの最終免疫から10日後の血清を用いた｡結果は､標準
血清を用いたELISA反応での値を100 U/nllとした相対値で示した｡
1-8-6)統計処理
本章で得られた実験結果は､平均値±標準偏差(SD)として示した｡また､
統計学的分析にはSPSS statistical version ll.0 (SPSS)を使用し､群間比
較を対応の無いStudentのt検定により実施し､ p値が0.05未満である場合､
有意差があると判定した｡
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2.結果
2-1) BB536ゲノムDNAの免疫刺激性
BB536ゲノムDNAより免疫刺激性配列の同定作業に入る前に､その免疫刺激
性についての検討を実施した｡その指標には､様々な物質の免疫賦活化能の検
討に汎用されるリンパ球幼君化活性を用いた｡その結果､ BB536ゲノムDNAは､
SI値4.0-15.0の間で､濃度依存的(1-50〟g/ml)に有意なリンパ球幼苦化
活性を示した(Fig. 2-1) ｡また､ BB536ゲノムDNAを制限酵素Sau3AIで処理
した消化断片も有意な活性値(Sl=14.8)を示し､その値は同濃度(10 jig/ml)
におけるゲノムDNAの活性値(Sl=5.4)の約2.7倍であった｡本実験において
ポジティブコントロールとして用いたLPS (20 JLg/ml)およびConcanavalinA
(2 FLg /ml)のSl値はそれぞれ45および80であった｡
以上の結果から､ BB536ゲノムDNAの免疫刺激性が確認され､以後の実験で､
BB536ゲノムDNAからの免疫刺激性配列の同定を試みた｡
21 2) BB536ゲノムDNAからの免疫刺激性配列の同定
BB536ゲノムDNAのSau3AI消化物の500bp以下断片(Fig. 2-2A)を､ pUC119
に組み込むクローニングを実施した｡カラーセレクション法により､消化断片
が組み込まれたと推測される白色コロニーをピックアップし､合計で62コロ
ニーからプラスミドを抽出した｡これらプラスミドを用いて挿入部位前後にあ
るM13プライマー系を利用したPCR反応を実施後､アガロース電気泳動により
そのPCR産生物の分子量を推定した結果､ 48クローンを消化断片が実際に組み
込まれたプラスミドであると確認した(Fig. 2-2B) 0
次いで､この48クローンの塩基配列を決定し､決定した塩基配列情報から
各PCR産物の分子量を計算し､ 48クローンのPCR産物のリンパ球幼者化活性を
終漉度50prnol/mlにて測定した｡その結果､全てのクローンにおいてコントロ
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-ルよりも有意に高いリンパ球幼君化活性が確認された(Fig. 2-3) o　この結
果中でSI値7以上を示す高い活性を持つ14クローンに着目し､塩基配列上の
相同性解析を実施した｡ BifidobacteriaのゲノムDNAはGC含量が高いため､
数多くのCpG-I ikemotifを有していることが確認された｡相同性解析の結果か
ら､ 20 merのODNを20個選抜して化学合成を行った(Fig. 2-4) 0
20配列から免疫刺激性配列を同定するに当たっては､獲得免疫系刺激の指
標として､これまで使用して来たBALB/Cマウス牌臓細胞に対するリンパ球幼
君化活性を測定した｡その結果､合成20 0DNの中では
ODN BLOT (5' -GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3' )のみが有意なリンパ球幼弱化活性
(Fig. 2-5A, SI=5.0. p(0.01)を示した.なお､この実験におけるODNのポジ
ティブおよびネガティブコントロールとしては用いたCpG1826　および
cpG1826MeのSI値は､それぞれ15.0および1.1であった｡また､自然免疫系
刺激の指標として､マウスマクロファージ様細胞であるJ774.1をODNで刺激し､
Thl-type cytokineであるILl12誘導値を測定したoその結果､ 20 0DN中では
ODN BLO7､ BL15およびBL18が高いIL-12誘導値(Fig. 2-5B)を示した｡
以上の結果から､ ODNBL07をBB536ゲノムDNAから免疫刺激性配列として同
定した｡
2- 3) OD… BL07の特性解析
免疫刺激性配列として同定されたODNBL07が示すlJンパ球幼君化活性が､ど
のリンパ球集団を刺激して示されているかの検討を実施した｡ HACS法によっ
て分離されたBおよびTリンパ球をODH BL07で刺激した結果､ OD… BL07はB
リンパ球で有意な幼君化活性を示し(SI=2.7. pく0.05) ､丁リンパ球では示さ
なかった(Fig. 216A) 8
また､ OD… BL07が免疫刺激性配列のレセプターであるTLR9によって認隙き
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れるかを検討するため､ヒト293T細胞にmouse TLR9を強制発現させた細胞で
のNトkappaB測定を実施した｡刺激後､ ODNBL07はコントロールと比較して有
意に高い活性値(Fig. 2-6B, SI=2.3.〆0.01)を示した｡
以上の結果から､ OD… BL07はBセルマイトジェンであり､その生理活性は
TLR9によって認放されることにより引き起こされていることが示唆された｡
2-4) ln vitroにおけるODN BL07の抗アレルギー作用の検討
ODN BL07の抗アレルギー作用を検討するため､ OVAで感作させることにより
Th2偏向となったBALB/Cマウスの牌臓細胞を用いて､そのIgE産生量を評価し
た｡その結果､ OD… BLO7およびBLO7Sともに濃度依存的にtotal lgEの産生を
有意に抑制した(Fig. 2-7) ｡ IgE産生の抑制機構を検討するため､ Thl
GytOkineとしてIFN-γおよびIL-12を､ Th2 cytokineとしてIL-4をELISA
により測定した｡その結果､ ODNBL07でもBLO7Sでもコントロールと比較して
有意なIFN-γおよびILl12の産生が認められた(Fig. 2-8) ｡一方で､ IL-4
に関してはコントロールとの差はいずれの濃度においても認められなかった
(Fig. 2-9) ｡
精製B細胞(〉 98%)をrecornbinant mouse lL-4およびanti-CD40抗体存在
下で強制的にB細胞単独からIgEを産生させる系を用いて､ OD… BL07のtgク
ラススイッチに与える影響を検討した｡ OD… BLO7 (10 〟M)および臥07S (10
Jim)ともにコントロールと比較して有意に低いtotal lgE値を示した　くTable
2-1) ｡またコントロールでは検出限界以下であったtotal lgG2aは､ ODNBLO7
(10JJM)およびBLO7S (10FLM)ともに顕著に増加･産生された｡ Total lgGl
に関してはコントロールとの有意差は認められなかった(Table2-1) ｡なお､
本美浜系においてIFN-Tはコントロ-ルでもODN処理でも検出限界以下であっ
た｡
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2-5)皮下投与におけるODN BL07の抗アレルギー作用の検討
2-5-1) ODNsのin vivoにおけるIgE産生への効果
oDNBLO7SおよびBLO6Sの皮下投与(10 〟g/mouse)におけるOVA感作BALB/G
マウスでのIgE産生量への影響を検討した｡ D21での血清中のOVA特異的およ
びtotaHgEともにODN群でコントロール群と比較して有意に低い値を示した
(Fig. 2-10) ｡一方でODNのネガティブコントロールとして用いたBLO6S投与
群における血清中のOVA特異的およびtotal lgEは､ Control群と比較して差
は認められなかった(Fig. 2-10) ｡
Harve群での0VA特異的IgE値は検出限界以下であり､またtotal lgEは
142.4 ± 49.1 pg/ml (p(0.01 compared to control group)であった｡
2-5-2) Igおよび各種cytokineに対するODN BLO7S投与のTime course study
oDN BLO7S投与(10 〟g/mouse)による血清IgEへの効果をD14からD28ま
で経時的に観察した｡ OVA特異的およびtotal lgEともに2回目のOVA感作前
であるD14の時点で､コントロール群と比較して有意に低い値を示し､これは
D28まで維持されていた(Fig. 2-ll) o OVA特異的IgG2a値は､ ODN群でD21
およびD28でコントロール群よりも有意に高い価を示したが､一方でtotal
lgG2a値では群間での差は認められなかった(Fig. 2-12) ｡コントロール群と
比較して､ D21においてOVA特異的およびtotal lgGl値はODN群で有意に低い
価を示したが､ D14およびD28では群間での統計学的な差は無かった(Fig.
2-12) ｡
oDN BLO7SによるIgE産生抑制作用におけるそのメカニズムを明らかにする
ため､ OVAでの再刺激による培養条件により､牌臓細胞からのGytOkine産生を
検討した｡ IL-12産生量は､ D14-28においてODN群ではコントロール群よりも
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有意に高い値を示した(Fig. 2-13) ｡ IFN-γはD21およびD28で､ ODN群はコ
ントロール群よりも高い傾向を示したが､有意では無かった｡一方で､ IL-4
およびIL-5のODN群での価は､ D14-28においてコントロール群よりも有意に
低い値を示した｡ IL-13の産生もD14およびD28においてコントロール群より
も有意に低い値を示した　くFig. 2-14) 0
ovA非存在下での1ト12産生量は､ nal■ve､コントロール､ ODN群でそれぞれ､
76.4 ±6.2 pg/ml. 70.2 ±17.6 pg/ml, 80.8 ±12.6 pg/mLであり､群間での
有意差は認められなかった｡ IL4､ IL-5､ IL-13およびIFN-γのOVA非存在下
での産生量は全て検出限界以下であった｡
2-513) ODN BLO7SのIgEおよびcytokine産生に対する用量依存性の検討
IgEおよびcytokine産生に対する用量依存性を検討するため､ 1回当たりの
ODN BLO7Sの皮下投与量を0.1､ 1.0および10 jig/mouseの3濃度について実
験を行った｡ OVA特異的およびtotal lgE産生の抑制については､ OD… BLO7S
の投与に関して用量依存性が認められた(Fig. 2-15)｡ 1.0および10 FL富/mouse
の投与量では､コントロール群に比較して有意に低い値を示し､ 0.1
jig/mouseの投与量では低い傾向が認められた(Fig. 2-15) ｡ OVA特異的IgG2a､
ovA特異的IgGl､ total lg61については10 〃g/mouseの投与量で群間での有
意差が紀められた(Fig. 2-16) ｡
牌液細胞からのcytokine誘導では､ IL-4､ IL-5､ IL-12およびIL-13の誘導
値で10 〟g/mouseの投与量において群間での有意差が認められたが､ 0. 1､ 1.0
〟g/mouseの投与量において群間での有意差および傾向は認められなかった
(Fig. 2-17, 2-18) ｡
2-5-4)制御性T細胞に関する検討
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Th2反応抑制への制御性T細胞の関与を検討するため､制御性T細胞に関与
する園子について検討した.牌臓細胞からのcytokine誘導では､ IL-10は10
〟g/mouseの投与量において､ ODN群でコントロール群よりも有意に低い値を
示した(Fig. 2-19) ｡ TGF-βの産生に関しては､ ODN群とControl群でほぼ同
じ値を示した(Fig. 2-19).制御】性T細胞であるCD4'CD25◆T細胞に関して､
全肺臓細胞における同細胞群の占める割合は､ ODN群とControl群でほぼ同じ
値を示した｡ (Table 2-2)
216)経口投与におけるODN BL07の抗アレルギー作用の検討
ovA感作BALB/CマウスでのODN BLO7Sの経口投与によるIgE産生貴への影響
を検討したo D20での血汁中のOVA特異的IgEは､ ODN群でコントロ-ル群と
比較して有意に低い値を示した｡また､ total lgE値はODN群でコントロール
群と比較して低い傾向であった(Fig. 2120) ｡
ovA特異的およびtotal lgG2a値は､ D20においてODN群でコントロール群よ
りも有意に高い値を示した(Tab一e 2-3) 0 OVA特異的およびtotal lgGlは､
D20において群間での差は認められなかったが､ D17において0VA特異的Ig61
がコントロール群と比較して､有意に低い値(Control群: 22.2 ± 5.7 ∪/ml.
ODN群: ll.7 ± 7.9U/ml. p(0.05)を示した｡
oDN BLO7Sの経口投与によるThl/Th2バランスへの影響を評価するため､ OVA
特異的IgG2a/OVA特異的IgGl (Thl associated/Th2 associated)スコアを各
個体で算出し､ Thl/Th2バランススコアとして評価した.その結果､ ODN群は
コントロール群よりも有意に高いスコアを示した(Tab一e 2-3) ｡
oDN BLO7SによるIgE産生抑制作用におけるそのメカニズムを明らかにする
ため､ OVAでの再刺激による培養条件により､肺臓細胞からのcytokine産生を
検討した｡ IFN-γにおいては､ ODH群ではコントロール群よりも有意に高い値
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を示したくFig. 2-21) o IL-12産生量は､ ODN群ではコントロール群よりも高
い傾向を示したが､統計学的な有意差は無かった｡一方で､ IL-4およびIL-5
のODN群での値は､コントロール群よりも低い傾向を示したが､有意差は認め
られなかった(Fig. 2-22) ｡制御性cytokineであるIL-10およびTGF-βは群
間での有意差は書忍められなかった(Fig. 2-23) ｡
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Fi苦l 2-1･ Mitogcnic activity of genomiC DNA and digests from
BLJfdobacEen'um Lo〝g〟m BB536･
Splenic cells from BALB/c mice were cultured in 961Well microplates at a
concentration of2･0? 105 ceus in the presence ofDNA or Sau3AI-digested
DNA for 32 h at 37 qC･ After pulse labeling with 3H-thymidine for 16 h, the
amount of 3H-thymidine incorporated into splenic cells were determined･
Data represent meanj=SD stimulation index of triplicate cultures･ 'p <0105,
**p <0.01 compared to control.
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Fig. 2･3. Mitogenic activity of genomic DNA clotleS.
DNA clones were amplified by PCR and amplified DNA fragments were
extracted. DNA was tested for mitogenic activity in splenic cells kom
BALB/c mice･ Data represent meanstimulation index of triplicate cultures
compared to controls stimulated using mIplified DNA丘･om PUC 1 1 9 without
inserted DNA. For the 14mitogenic DNA clones (closed bar), nucleotide
sequences displaying high homology wereanalyzed.
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BLOl ; 5'ICATACTTTTCGGATTCAGTG-3'
BIJO2 ; 5'lGTATTTCTCGAGTTTCACCA-3'
BLO3 ; 5'-CACGGATTTGATGATGCGTT-3'
BLO4 ; 5l -^TGAACGTGCAGACCGTTAT-3'
BLO5 ; 5'-GCTATTCGGATAATTACGAT-31
BLO6 ; 5'lCGTTAGTGGGTTTCGCCCAT13 I
BLOT ; 5'IGCGTCGGTTTCGGTGCTCAC13'
BLOB ; 5'lTGTCGTAGTTTTCCAGCATG131
BLO9 ; 5● -ATTCCTGAGTCTTTTTTGAA-3'
BLI 0 ; 5■-TTATTACTGGATTCGATGAA-31
BLll ; 5.-CTTTGAACTGATTGAGTTCC131
BL12 ; 5'-A GTGTGTGTTCCTTGTGGG-3■
BL1 3 ; 5'-GCCCGAATTTCTTGGTGGGG-3T
BL14 ; 5'-GATCAATTTGCGCCATGCCT13■
BL15 ; 5'-TGGCGGTCAGTTCCGTTTGC-3-
BL1 6 ; 5-1ccTTTGCCTGCGTGCCTTTG-3.
BL17 ; 5'-T TATGCCTTTACCCGTGAG-3'
BI.18 ; 5'- GACGATTTGCTGCGTCGCT-3-
BL19 ; 5'-TTACGGTTTTGAAGAATCTG 13T
BL20 ; 5■-CCAGCCGGAGATTTTCGAGC-3.
Fig･ 2-4･ Sequences of sytLthesized ODN seqt)cnccs frommitogenic DNA clomes･
Mitogenic DNA was sequenced using a DNA sequencer, and homologleS among nuCleotide
sequences were analyzed. A total of 20 01igodeoxynucleotides (20 mers) displaying high
homology were obtainedand designated BLOl to BL20･
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Fig. 2-5. IdentirlCation of an immtLnOStimuhtory sequence
oligodeoxyntICteOtide from genomic DNA ofBIJldobacLe･n'〟桝tOtlg〟m
BB536.
(A) Mitogenic activityof homologous ODN at concentrations of 10 i M･
Data shown represent mean土SD of3 independent experiments･ **p<0101
compared to control,
(B) IL- 1 2 levels in supernatants were determined using an ELISA kit.
J774.1 cells were stimulatedwith the selected 20 0DNs (10 i M) for 16 h.
Data shown represent mean j= SD of 3 independent experiments. ND, not
detected.
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Fig. 216.
(A) Mitogenic且Ctivity in mtLrine a and T Iymphocytes by syIlthesiz:ed
ODN BLOT.
Splenic whole, Band T lymphocytesfrom BALD/c mice were cultured in
96-wellmicroplates inthe presence ofODN BLO7 (10 i M)･ Data showl
represent mean j= SD of 3 independent experlmentS･ +p <0･05 compared to
control.
(B) Luciferase activities of mouse TLR91tranSfected cells At 24 h after
treatnentwith ODN BLO7 (10 i M).
Data shown represent mean土SD of3 independent experiments･ Hp <0101
compared to control.
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Fig･ 2-7･ ODN BLOT inhibits IgE production from splenic cells of OVA-
setLSitiz:ed BALD/c mice.
splenic cells of BALB/Cmice sensitized with OVA were cultured at 2･5? 1 06
cells/ml using 100 i g/ml OVA inthe presence ofODNs for 7 days･ Data are
shown as mean土SD of3 independent experiments･ +p<0105, *+p<0･01
compared withcontrol･
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Figl 2181 Tbl cytokine levels in splenic ce)1 cu)tures stimulated by ODNs･
Splenic cells of BALB/Cmice sensitizedwith OVA were cultured at 2.5?
106 cells/mlwith 100 i g/ml OVA in the presence ofODNs for 7 days. (A)
IFN一色; @) IL-12. Data are shown as mean j= SD of3independent
experlments･ +p <0･05, Hp <0･0 1 compared to control･
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Fig･ 2-9･ II-4 levels itl SPJenic cell cultures sthu18ted by ODNs･
Splenic cells of BAl･B/c mice sensitizedwith OVA were cultured at 2･5?
106 cells/mlwith 100 i g/ml OVA inthe presence ofODNs for 7 daysI Data
shown represent mean土SD of 3 independent experiments.
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Table 2-1. Immunoglobu)in levels produced by purified B cells.
Gro u p lgE lgG 1 IgG2 a
(tLg/m 1)　　　　(ng/ml)　　　　(ng/ml)
Contro1　　　　19.8土5.3　　　　71.6土15.9　　　　ND(< 3.9)
BLO7　　　　　　10.9土4.9州　　　　76.6 j= 13.1　　　　14.4 j= 4.9
BLO7S　　　　　　　4.3土1.6榊　　　　94.8土36.1　　　　11.6土12.5
purified splenic B cells ofBALB/c mice were cultured at 2･0? 106 cells/mlwith 10
ng/ml IL-4and 3 pg/mlanti-CD40 antibody inthe presence ofODNs (10 pM) for 7
days. Data are Shown as mean土SD of3 independent experiments. **p<0･01
compared to control.ND, not detected.
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Fig. 2-10. ODN I事LO7S decreased lgE production it) immtlniZ:edmice.
Mice were immunized using OVA (20 Llg/mouse)and ODN BLO7S (10 pg/mouse)
in alum at a 2-week interval. As controls, mice were administered OVAand PBS in
alum. Blood was collected on day 21. (A) OVAISpeCific IgE; (B) total IgE. Data
represent mean土SDfrom 6 mice per group･ +p<0.05,書.p <0.01 versus controls.
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Fig･ 2-Ill Effects OIODN BLOTS on tot且t and OVA-specirIc IgE levels in serum of
mice sensitised with OVA.
Mice were immunized as described in Fig. 4-4. (●) control group; (○) ODN BLO7S
group. (A) OVA-specific TgE; (B) total lgE. Data represent mean j= SD from 8 mice per
group. *p<0.05, Hp<0.01 versus controls.
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Fig. 2-12. Effects ofODN BLO7S on total and OVA-specific lgG2a and Gl levels
in seruTn Of mice sensitiz:ed with OVA.
Mice were immunized as described in Fig. 4-4. (●) control group; (○) ODN BLO7S
group. (A) OVA specific IgG2a; (B) total lgG2a; (C) OVA-Specific IgGl; (D) total
IgGl. Data represent mean j= SD from 8mice per group. **p<0.01 versus controls. 千;
Below the limits of detection.
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Fig･ 2-13･ Thl cytokine levels in superhataJltS Of cultured splenocytes frommice
seJISitized with OVA.
Mice were immunized as described in Fig. 4-4. Spleens were removed on day 14, 21 or
28 and single splenocytes were incubated with100 i g/miOVA for 72 h･ (+) Control
group; (○) ODN BLO7S group; (▲) NaTve group･ (A) IL-12; (B) IFN-i･ Data represent
mean土SD from 8 miceper group. *p<0.05, Hp<0･01 versus controls･ 千; Below the
limits of detection.
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Fig. 2-14. Th2 cytokinc levels in supernatants of cultured splenocytes from mice
sensitized with OVA.
Mice were immuni2:ed as described in Figl 4-4. Spleens were removed on day 14, 21
or 28 and single splenocytes were incubatedwith 100 i g/m1 OVA for 72 h. (+)
Control group; (0) ODN BLO7S group; (A) Na'l've group. (A) IL14; (B) lL15; (C) IL-
13. Data represent mean土SD from 8 miceper group. +p<0.05, Hp<0.01 versus
controls. 千; Below the limits of detection.
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Fig･ 2115･ Dose response OfODN BLO7S on IgE levels in serum or mice･
Mice were immunized with OVA (20 pg/mouse) and ODN BLO7S (0･1 pg, 1 pg and 10
pgmouse) in alum at a 21Week interval･ Sera were collected on day 21･ (A) OVAI
specific IgE; (B) total IgEI Data represent mean j= SD from 8 miceper group. 'p'0105,
''p <0･0 1 versus controts･
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Fig･ 21161 Dose respoJISe Of ODN BLO7S on lg levels in sertlm Ofmice･
Mice were immunized as described in Fig. 4-9. Sera were collected on day 21･ (A)
OVA-Specific IgG2a, (B) total lgG2a, (C) OVA-specific lgG I , (D) total IgG 1. Data
represent mean土SD丘･om 8mice per group･ 'p<0105, *+p <0･01 versus controls･
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Fig･ 2-17･ Effects ofODN BLOTS dose on Thl cytokine prodtlCtion of mice.
Mice were immunized as described in Fig･ 4-9･ Spleens were removed on day 21 and
single splenocytes were incubatedwith 100 pg/m1 OVA for 72 h. (A) IL12; (B) IFN-a.
Data represent mean j= SD from 8 mice per group. +p<0.05 versus controls.
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Fig. 2-18･ Effects ofODN BLO7S dose on Tb2 cytokine productioI1 0fmice.
Mice were immunized as described in Fig. 4-9. Spleens were removed on day 21 and
single splcnocytes were incubatedwith loo pg/ml OVA for 72 h. (A) IL-4; (B) IL-5; (C)
礼-13. Data represent mean j= SD舟om 8 mice per group. *p<0.05, **p<0.01 versus
controls. †; Below the limits ordetection.
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Fig. 2-19. IL-10 and TGF-a levels in supernatantS Or Cultured spleAOCyteS･
Mice were immunizedwith OVA (20 llg/mouse) and ODN BLO7S (I pg or 10 I
g/mouse) in alum at 21Week intervalS･ Spleens were removed on day 2 I and single
splenocytes were incubated withorwithout 100 i g/ml OVA. (A) lL-10; (B) TGF-a･
Data represent mean土SD丘om 6mice per group. *'p<0･OI versus controls･ †; Below
the limits of detection.
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Table 2-2･ The rate ofCI)4+ aJld CD4+cD25+ T cell in splebOCyteS･
G rod p cD3'cD4十cclls CI)3'cD4十cD25十cel1S
22.71 j= 1.88　　　　　1.28　土0.19
25.40士2.73　　　　　1.34　土0,23
BLO7S 1 l唱　　　25.81土0.80　　　　1.41 1= 0.24
10帽　　　27.14土0.23　　　　1.40土0.18
Spleens were removed on day 2 1 and single splenocytes were stainedwith anti-
mouse PE Cy5 -CD3, PE -CD4and FITC -CD25 morLOClonal antibodies. The
values were shown asthe percentage of CD4'and CD4十cD25+ T cells in
prepared splenocytes･ Data represent mean士SD斤om 6 mice per group.
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Fig･ 2-20･ ODN BLO7S inhibited lgE production ill 0VA･primed BALD/c mice･
Mice were immunized using OVA (lo順) in 乱lum on day 2 and 12･ ODN BLO7S (1
mg) was administrated by gastric Savage on day 0 to 2 and 7 to 9 in ODN group･ PBS
was glVen tO na'1've and control group･
(A) OVA-specific IgE; (B) total IgE･ Data are shown as mean土SD &om sevenmice
per group･ 'p <0･05 versus controls･ ND･ not detected･
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Table 2-3. Effects of ODN BLO7S on lgG2a and lgGI productiotl in OVA-primed
BALD/c mice.
NaTve Control BLO7 S
Tot且1　　　IgG2a Og/ml) 43.6土38.3　　9519土　39･0　150･2土　3618
lgGl　(ig/Jnl) 145.2土66.7　　2618土599･2　2119土1003
OVA-specific IgG2a　(UAmI)　　ND　　　　6815土　39･1 140･4j=　60･9
IgGl　(Ⅴ/ml)　　ND　　　　51･3土　8･3　　44･1土15･5
Thlrrh2 b&htlCe ratio
(OVAISPeCific lgG2 amgG I)
1.30土　0.64　　3.53土　2.29
Immunization and administration of ODN were performed as described in Fig･ 4- 14･ Bloo
was collected on day 20. Data are shown as mean土SD from 7 miceper group･ *p<0･05
versus controls. ND, not detected.
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Fig･ 2121･ Thl cytokiJle levels in supernatants of cultured splenocytes lrommice
setLSitized with OVA.
Immunizationand administration of ODN were performed as described in Fig1 4-14･
spleens were removed on day 20 and single splenocytes were incubatedwith100 i g/ml
OVA for 72 h. (A) ILl12p40; (B) IFN一乱Data are shown as mean j= SDfrom 7 mice per
group. Hp <0･0l compared to control.ND, not detected･
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Figl 2-22･ Th2 cytokine levels in supernatants of cultured spleBOCyteS frommicc
sensitized with OVA.
Immunization and administration of ODN were perforlned as described in Fig･ 41 14･
spleens were removed on day 20 and single splenocytes were incubated with loo i g/ml
OVA for 72 h. (A) IL-4; (B) IL-5. Data are shownas mean j= SD舟om 7 miceper groupI
ND, not detected.
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Fig･ 2-23･ IL-10 8md TGF-五levels in supernataAtS Of cultured splenocytcs from
JT)ice sensitiz:ed with OVA.
Immunization and administration of ODN were performed as described in Fig･ 4-14･
spleens were removed on day 20and single splenocytes were incubatedwith100 i g/ml
ovA for 72 h. (A) a-10; (B) TGF-a. Data are shownas mean j= SD from 7 mice per
group.ND, not detccted･
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3.考察
probioticsのDNA成分の生理活性に関してはここ数年急速に関心が高まって
おり､医学研究者による進歩的な論文が続々と発表されている｡数種類から成
るprobiotiGSVSL#3由来のゲノムDNAが､炎症性大腸炎のモデルマウスに効果
を示し､その効果はTLR9を介したものであることが明らかにされた[34]｡さ
らに授与されたDNAは実際にマウス体内に取り込まれることも示されている｡
このような報告からも､研究者達の注目が集まってきている研究分野であると
言える. bifidobacteriaのゲノムDNAが示す免疫調節作用に関する報告は少な
く､唯-ゲノムDNAが制御性サイトカインの-つであるIL-10を誘導した報告
[35]があるのみである｡ bifidobacteriaはヒト腸管においていわゆる善玉菌
の中でも最優勢菌種であるにも関わらず､その研究は皆無であった｡
これまでにprobioticsの中でもJactobacI'/lus gasserlr､ LactobacI'//us
de/brueckii ssp. bulgar/'ous. Laotobaoi//us rhamnosus. Streptococcus
thernlOPhi/usのゲノムDNAより､免疫刺激性を有したCpG-l ikeおよび
cp6-日ke motifを有きないnon-CpGのODN配列は､既にKitazawaらによって
報告されていた[36-39】｡しかしながら､前述の通り､ bifidobacteriaにお
いてはそのゲノムDNA中からの免疫刺激性配列は未知のままであった｡本研究
において､ 3つのCpG結合を含む配列5㌧GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3'から成る
ODN BL07をBJ'fidobacter/'um /ongunl BB536のゲノムDNAから同定した｡この
oDNBL07は､マウスの牌勝Bリンパ球を刺激し､またマウスマクロファージ様
細胞であるJ774.1より､ Thl typecytokineであるIL-12を誘導した｡これら
ODN BL07が示す免疫活性は､ LPSによるコンタミネーションに拠るものでは無
いことを確認しており､また､その配列は既報の免疫刺激性配列との相同性も
認められないことから､ ODNBL07は新規な免疫刺激性配列であることが示唆さ
れた｡
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公開されているゲノムデータベース[40]を検索した結果､
Bl'fidobacterium /ongum NCC2705ゲノム配列中にはこのODN BL07は1箇所存
在していた｡また､最近､森永乳業(樵)保有のBif/'dobacterium /ongunlBB536､
eifI'dobacterium breve M-16Vおよび8/'fJ'dobaoterium infantis M-63のゲノ
ム配列が決定され､これら3菌株のゲノム配列中にもODNBL07の配列がそれぞ
れの菌株で1箇所のみ存在していた(unpublishedresults) ｡しかしながら､
公開されているIactobaci l l iやstreptococciのゲノム中には存在しておらず､
この配列はbifidobacter iaに特有の配列である可能性がある｡
免疫刺激性配列ではCpG motifを有した配列が古くから研究されており､
GACGTTがmouse optimal motif､ GTCGTTがhunan optimal motifであるとされ
て来た[41-42】｡近年になり､ optima一 motifの有無や塩基間の結合であるリ
ン酸ジエステル結合部への修飾の有無により､ CpG motifを含む免疫刺激性配
列では､ A-class､ B-classおよびC-classの3つのタイプが提唱されている
[43]｡ A-classはNK細胞の活性化やIFN-α誘導を示すODNであり､ B-class
はoptimal motifを含みB細胞の活性化を示すODNである｡ C-classはこれら2
つの性質を併せ持つODNである｡これらのCpG ODNは全てヌクレアーゼ耐性を
付与したフオスフォロチオエート修飾体であるため､ナチュラルなリン酸ジエ
ステル縮合のみのODNBL07は､どのクラスにも分類はされ得ない｡しかしなが
ら､ ODN BL07のフオスフォロチオエート修飾体であるODN BLO7Sは､ ODN BL07
よりも強いマウスB細胞刺激活性を示した(datanotshovm)｡さらに､ ODNBL07
はCpG結合を3つ有することから､ B-classに属し得る免疫刺激性配列である
と推測される｡
本研究において､ bifidobacteria由来のゲノムDNAおよびその一成分である
oDNが､リンパ球幼君化活性を示すことを初めて明らかにした｡現時点でゲノ
ムシ-クエンスの終了しているbifidobacteriaは限定されるが､今後これら
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情報の蓄積が進めば､ゲノム配列の情報を利用した切り口からprobioticsDNA
の免疫賦活化機構の解明が行われることが予想される｡実際､ Shimosato　らは
Lactobac/'//us gasserI'OLL2716のゲノム配列を利用して新規な免疫刺激性配
列配列およびその活性に必要な構造を提唱した[44]｡本研究においても､非
常に限定された範囲ではあるが､シークエンスを決定した配列部分と､ポジテ
ィブコントロールとして用いたCpG1826配列との相同性解析を行い､有意なマ
ウスリンパ球幼君化活性を示すODN BL21 (5' -TC仙GGACGTGCCTGACGCT-3' )も
同定している(data not shown) ｡ ODN単位での研究は､化学合成品を中心に
精力的に行われており､各種哨乳動物でのoptLmal motifが提唱されていこと
は既に述べた｡しかしながら､現時点では､配列からその活性を予測すること
は不可能である｡本研究でもODN臥07をベースとしたさらに短いODNのリンパ
球幼君化活性を測定したが､ ODNBL07よりも3mer短くなるだけで活性は極端
に低下し､その活性に強く関与する様な配列､すなわちmotifを見出すことは
できなかった｡また､シトシンの5'位をメチル化することで､ ODN BLO7中に
3つあるCpG結合の内､どの部分がその活性に大きく寄与するのかも検討した
が､大きな差を示すデータは得られなかった(data not shown) ｡最近､ OD…
単位ではその2次構造が活性に強く影響すると報告され[45]､免疫刺激性ODN
の研究が進むにつれて､ ODN BL07の免疫刺激機構が立体化学的に解明される可
能性もある｡さらには､ゲノム情報を利用した免疫刺激性配列単位での多元的
な検討により､ BB536ゲノムDNA全体の免疫調節作用を含めた生理活性を明ら
かに出来る可能性があるが､これらは今後の検討課題である｡
本結果から､免疫刺激性配列ODNBL07は､ CpGmotifを認識する受容体TLR9
を発現する自然免疫担当細胞を介してその生理活性を示すことが示唆された｡
probioticsの細胞壁成分はTLR2によって認托される｡ TLRが発見されるまで､
自然免疫系の反応は非特異的と考えられていたが､実はTLRを用いて特異的に
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外来微生物を認旅していること､さらに､晴乳動物ではTLRを介して自然免疫
が獲得免疫の成立を支配していることが明らかにされた｡これら知見により､
probioticsを用いてTLRを刺激することにより､自然免疫を介して獲得免疫に
働きかけることにより､特定の免疫疾患をターゲットとした予防･治療の可能
性が示唆されている｡
Ⅰ型アレルギーは､アレルゲンに対する特異的IgEがその反応の引き金とな
っている｡ IgEのレセプターであるFcERlはマスト細胞だけでなく､好酸球な
どの額粒球においても発現している.これら細胞上のFcERIへの結合および
アレルゲンの再暴露は､ IL14の誘斗およびCD40リガンド発現の増強を促進し､
さらにB細胞からのlgEの産生を促進して血清中のIgEが増加することになり､
アレルギー症状発症のリスクは増大する｡従って､花粉症をはじめとする1型
アレルギーの評価には､上述の症状発症および憎悪への機序から､ IgEを低く
抑えることが重要なファクターとなっている0本研究においては､以上の観点
から､ in v/'troおよびinvivoにおけるBB536由来の免疫刺激性配列であるODN
BL07の抗アレルギー作用の指標としては､ IgEをキーパラメータ-に据えて実
験を進行した｡また､そのtgE産生抑制の作用機序検討としては､ Thlおよび
Th2 cytokineの評価､加えてin vivoにおいては血清中のIgGl (Th2
associated)およびIgG2a (Thl associated)の評価を行った｡
len vitroにおいて､ ODN BL07はそのフオスフォロチオエート修飾体である
BLO7Sも含め､ OVA感作BALB/Cマウスの牌臓細胞を用いたTh2偏向モデルにお
いて､ PBS添加のコントロールと比較しtotal lgEの産生を有意に抑制し､ I'n
vI'troにおける]型アレルギーにおける抗アレルギー作用が示唆された｡細胞
培養液中のThl cytokineである]FN-γおよびIL-12は､ ODN BL07の添加によ
って､コントロールと比較して有意な誘導値を示した｡しかし､ B細胞からの
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lgE産生に深く関与するTh2 cytokineであるIL-4に関しては､ ODN BLO7添加
群とコントールとの間で統計学的な差は認められなかった｡これらの結果から､
J'n vitroにおけるODN BL07のIgE産生抑制作用は､ Thl cytokineの増加によ
ってTh26ytokineが減少するThl/Th2balanGeの経路ではなく､他の作用経路
によって起こることが推察された｡ Liuら　[46]は､ invitroにおけるマウス
由来精製B細胞を用いたIgE産生モデルにおいて､ CpG ODNが直接B細胞に作
用し､ IgのTh2 typeクラススイッチを抑制することを報告している｡本研究
においても､同様の作用機序が考えられたため､ MACSを用いて高度に精製し
た　BALB/C　マウス牌臓由来の　B細胞を用いて､ reconbinant IL-4　および
anti-CD40を添加する強制IgE産生系において､ ODN BL07の作用機序の検討を
実施した｡その結果､ OD… BLO7およびBLO7Sともに､ B細胞でのIgE産生をコ
ントロールと比較して有意に抑制し､またコントロールでは検出されなかった
IgG2aを誘導し､ in vitroの本実験系においてはB細胞へ直接作用してIgEの
産生を抑制することが示唆された｡
本研究におけるin vivoの実験系において､ ODNは全てフオスフォロチオエ
ート修飾体[47]であるODN BLO7Sを使用した｡同修飾体は､ナチュラナルな
フオスフォジエステル結合と比較して､ヌクレアーゼ耐性が非常に高く､ OD…
の配列そのものの生理活性を正確に評価することが可能である｡通常のフオス
フォジエステル結合のODNでは､実鼓系の内因性ヌクレアーゼにより著しい分
解を受け､配列そのものの生理作用を正確に評価することが難しい｡本研究に
おいても､ OD… BL07の免疫担当細胞への到達性を考慮し､ OD… BLO7Sを使用し
た｡
/'n vivoでのOVA感作BALB/CマウスのTh2偏向モデルにおいて､ ODN BLO7S
の皮下投与はPBS投与のコントロールと比較し､ OVA特異的IgEおよびtotal
lgEの産生を有意に抑制した｡加えて､ネガティブコントロールとして使用し
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た免疫刺激性を示さないODN BLO6Sは､コントロールとのIgE産生値に差が無
かったことから､ ODNBLO7Sのinv/'vo (皮下投与)のl型アレルギーにおける
抗アレルギー作用が示唆された｡これまでに､ CpG ODNを使用した同様の報告
[48]はあるが､ IgE産生抑制がODN投与のどの時期から誘導されるかを詳細に
検討した報告は無い｡そこで､本研究ではIgおよび牌臓細胞からのcytokine
誘串において､詳細な検討を行った｡その結果､ IgE産生抑制は2回目の抗原
感作前であるD14から生じており､ 2回目感作目の1週間後であるD21に最も
低値を示した｡ Th2 6ytokineであるⅠト4はD14からD28まで全期間コントロ
ールと比較して有意に抑制されており､ IgEの産生抑制に深く関与しているこ
とが示唆された｡これらcytokineの変動は､ D21およびD28でのOVA特異的
lgG2aの有意な高値､ならびにD21でのOVA特異的IgGlの有意な低値に繋がっ
たものと推測される｡また､ ThlGytOkineであるIL-12は全期間でコントロー
ルと比較して有意に高い値を示した｡しかしながら､ IFN-γはD21およびD28
でコントロールより高値を示したものの､有意差は認められなかった｡
oDNBLO7SのIgE産生抑制作用に関してさらに詳細な検討を行うため､ 0. 1､
1.0および10 〟g/mouseの投与量での用量依存性試験を実施した｡全ての測定
は､前検討で最もlgEの差が認められたD21において行った｡ OVA特異的およ
びtotal lgEは1.0および10 〟g/mouse投与量でODN群では有意に低い値を､
0.1 〃g/mouseは低値を示し､ IgEに関する用量依存性が認められた｡また､
OVA特異的IgG2a､ IgGlおよびtotal lgGlは10 FLg/mouse投与量のみで群間
での有意義が認められ､ 0.1および1.0 FL富/mouse投与量では差が無かった｡
牌臓細胞からのcytokine誘導では､ IFN-γ以外のcytokineで前検討と同様に
10　LLg/mouse投与量のみで群間での有意差が詮められ､ 0.1および1.0
〟g/mouse投与量では差が無かった｡しかしながら､以上の結果において0.1
および1.0 jig/mouse投与量におけるデータをまとめると､ OVA特異的および
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tota一 lgEは有意に抑制されているにも関わらず､ ThlおよびTh2 6ytokineに
おける誘導値にコントロールとの差が認められなかった結果となる｡この結果
は､皮下投与におけるODN BLO7SのIgE産生抑制作用は､ Thl cytokineの誘導
やTh2cytokine産生の抑制､もしくはThl/Th2balance経路以外の作用機序の
存在を示唆している｡
近年､ IgE産生抑制やIL-4などのcytokine誘導を含む一連のTh2反応の抑
制機構として､制御性T細胞(regulatory T celL　以下Treg) [49-50]の関
与が推測されている｡ Tregはその産生するOytokineの種類などにより幾つか
に分類されてもいるが､未だ詳細な誘導機構や､ IgE産生およびTh2反応抑制
への作用機序は明らかとなっていない｡ Tregが産生する制御性サイトカイン
として､ IL-10 [51]およびTGF-β [52]が､またT細胞のサブセットとして
ヘルパIT細胞の中でも転写因子　foxp3によって規定されるCD4十CD25+細胞
[49】が注目されている. CpG ODNにおいても､ Thl cytokineを介さないTh2
反応抑制機構の詳細は明らかとなっていないが､既に/'n v/'voにおいてThl
cytokmeであるIL-12およびIFN-γのノックアウトマウスを使用して､これ
ら2種のサイトカインがCpG ODNのTh2反応抑制に必須では無いことが示され
ている[53]｡また､最近になり､ CpG ODNで刺激したヒト樹状細胞を用いた
CD4+CD25'T細胞誘導が示されており[54]､免疫刺激性配列におけるThl非依
存的なTh2抑制機構が示唆されている｡本研究においても､ OD‥ BLO7S皮下投
与における､これら　2種の制御性cytokineならびに肺臓細胞における
CD4+CD25■ T細胞の発現量を検討した｡その結果､ IL-10には関してはODN群で
コントロールよりも有意に低い値を示し､本研究においては､ Ⅰト10はTh2細
胞が産生するTh2 cytokineが主であり､誘導される]FN-γによって抑制され
るものと推測された｡一方でTGトβはnaTve､ controlおよびODN群で同等の
値を示し､ 1gE産生抑制への関与は否定された｡また､フローサイトメトリー
-73-
分析による牌臓細胞中のCD4+CD25◆T細胞比率の結果も､ 3群で同等の値を示し､
こちらもIgE産生抑制への関与は否定された｡従って､低漉度におけるODN
BLO7SのIgE抑制作用は､有意では無いものの､ ODNBLO7Sが持つTh2cytokine､
おもにⅠト4の抑制作用に起因するものと推測されるが､今後更なる検討が必
要である｡
probiotiOSは､発酵乳をはじめとする食品の形態で様々な生理作用を期待
し､ヒトにおいては経口摂取される｡従って､その生理作用は腸管関連リンパ
組枇(GALT : gut associated lymphoid tissue)を介して発揮されるものと推
測されている[55]｡本研究においても､ GALTを介したODN BLO7Sの抗アレル
ギー作用について興味が持たれた｡ CpG ODNにおいては､抗原感作モデル動物
を使用したその経口投与によるIgE産生抑制は無かったが､阜回投与において
血中へのThl cytokjneが塀導されることは報告されていた[48. 56]｡通常､
食品由来の成分では､動物実験での経口投与で血中へ検出可能なレベルまでの
Thl cytokineが誘導されることは殆ど無く､これはCpG ODNが持つ強力なThl
誘斗能に起因するものと推察される｡そこで､経口投与の検討を始めるに当り､
BALB/Cマウス-のODN BLO7Sの経口投与による､血清中へのIL-12p40誘導能
を測定した｡ ODNBLO7Sを7適齢雌BALB/Cマウス1匹当り10､ loo JJgおよび
1 mgを単回授与した結果､投与後5時間後に1 mg投与群において､血中より
lL-12p40を検出した(377.4 ± 73.0 pg/mJ) ｡この結果より､ 1 mgの投与量
においてのThl誘導が示唆されたため､経口投与における1回当りの投与量を
1mg/mouseとし､計6回授与することでIgE産生の抑制作用を検討した｡その
結果､ ODN群では､コントロールと比較して有意に低いOVA特異的IgE値を示
し､そのIgE産生抑制作用が示唆された｡血清中の0VA特異的IgG2a/IgGlスコ
ア(Thl associated/Th2assoOiated)をThl/Th2バランススコアとして評価し
た場合､ ODN群ではコントロールと比較して有意に高い値､すなわち元来Th2
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偏向であるモデル系をThl側に誘導していることが示唆された｡以上の結果に
より､ ODN BLO7Sの経口投与による抗アレルギー作用が示唆された0
本研究において､ OD… BLO7Sの投与経路は皮下投与ならびに経口投与の2経
路の検討を実施した｡ OVA特異的IgEの産生抑制は､皮下投与では10
〟g/mouseで2回､すなわち計20 FLgで有意な低下が見られたoこれに対し､
経口投与では1 mg/mouseで6回､すなわち計6mgで有意な低下が観察された｡
薬剤的な投与方法である皮下投与では､少ないdoseでの抗アレルギー作用が
見られたが､有意なIFN-γの増加は見られず､作用機序にも今後の検討課塩
を残した0 -方で､経口投与の場合は､有意なIFN-γの増加に伴うOVA特異的
lgEの産生抑制が観察された｡腸管免疫システムにおけるODN BLO7Sの作用機
序は今後の検討課題ではあるが､本研究結果は薬剤的な投与経路でなくても､
食品の摂取形態である経口摂取によってprobioticsの菌体一成分が､抗アレ
ルギー作用を示したものである｡これは､ ODNBLO7Sのようなprobioticsを含
む食品がその日常的な摂取により､免疫調節作用を発揮し得る可能性を示唆し
ている｡
本研究は､ probioticsの菌体構成成分を使用した経口投与実験において､
抗アレルギー作用を示した初めての研究であり､今後のprobioticsにおける
免疫調節作用研究の発展の一助となることを期待している｡
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4.まとめ
噛息､アトピー性皮膚炎､食物アレルギーおよび花粉症などのアレルギー疾
患が近年著しく増加しており､社会問題となっている｡とくに､日本における
Ⅰ型アレルギーであるスギ花粉症では､国民の約20%が寝息しているとも言わ
れる.これらアレルギー疾患のはっきりとした原因は解明されていないが､ア
レルギー疾患の増加している先進工業国においては､環境微生物からの免疫系
への刺激の減少が､アレルギー急増の原因と推測されている｡この考え方は､
Strachanにより｢衛生仮説｣[7]として発表され､この学説を参考にして近年､
probiotiGSを用いたヒト鴎床試験におけるアレルギー疾患予防や治療効果が
報告され始めたo I型アレルギーに関与するIgE低減作用のあるprobioticsと
しては､動物実験レベルでは､ LaotobacI'//us属【13-14】､ I.actoooccus属
[57]および8/'fidobacterum属[58]等が報告されている｡また､ヒト臨床試験
においては､日本での花粉症試験において､ Enterococcus属[59]および
I.actobac/'//us属[60161]で杭アレルギー作用が報告されている.アレルギー
疾患に対しては､発症してからは抗ヒスタミン薬やステロイド剤による対症療
法が主であり､副作用に悩まされる羅患者も多い｡ probiotiGSを用いた発酵
食品のような形態で､日常生活に根付いた形でのアレルギー低減を実現できる
ことになれば､薬剤に頼らない新しい予防医学の方向性が提示可能となる｡前
述の研究成果を基にして､日本では､ 2003年に花粉症改善作用を示す
probiotics　を使用した発酵乳製品が発売され､ ｢アレルギー低減性ヨーグル
ト｣に対する消発着の潜在的期待は高いと考えられる｡これら背景をもとに､
本研究では､ probioticsの中でもとくに腸内環境改善作用が高いと考えられ
るbifidobacteriaを用いたアレルギ-低減性発酵乳の開発を目指し､その基
盤となる基礎的知見を得るための検討を重ねた｡
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近年になり､ /'n v/tro､ in vivoおよびヒト臨床レベルにおいても､
probioticsの抗アレルギー作用の実験的確証が蓄積されつつある.しかしな
がら､免疫調節作用を示すprobioticsの作用機序に関しては不明な点が多く､
その解明を進めるためには､関与しているprobioticsの菌体成分を明らかに
して行く必要がある｡ DNA成分に関しては､乳酸梓菌のゲノムDNAが大腸菌ゲ
ノムDNAと同様にB細胞を刺激すること､また､そのDNAから幾つかの免疫刺
激性配列が報告されているが､ bifidobacter iaゲノムDNA起源の免疫刺激性に
関しての報告は無く､本研究ではBJ-f/'dobacter/'um /ongumBB536から免疫刺激
性配列の同定を試みた｡その結果､マウスBリンパ球を刺激し､かつThl
cytokineであるIL-12誘導能を持つ免疫刺激性配列としてODN BLO7
(5'-GCGTCGGTTTCGTTGCTCAC-3' )を同定し､ ODNBL07の生理作用は免疫刺激
性配列のレセプターであるTLR9を介することを明らかにした｡
ODN BL07を同定したeifidobacterium /ongum BB536のヒト臨床試験におけ
る花粉症改善作用が示唆され､ BB536の構成成分であるODN BL07が抗アレルギ
ー作用を示すかどうかは､その作用機序解析の一旦において重要な知見になる
と考えられた｡そこで､本章ではODN BL07の抗アレルギ-作用をin v/'troお
よびin vI'voのモデル実験において検討した｡
invitroにおいては､ OVA感作BALB/Cマウスの牌臓細胞を用いて､ IgE産生
抑制作用を検討した｡ OD… BLO7およびBLO7Sはともに､ Total lgEの産生を有
意に抑制することが明らにし､その抗アレルギー作用が示唆された｡ IFN-γ､
IL-12およびIL-4を測定した結果､ ODN BL07は有意なThl cytokine誘導値を
示したが､ IL-4に関して有意差は捉められなかった｡この結果から､ ODNBL07
のIgE産生抑制作用はThl/Th2 balance以外の作用機序が示唆された｡そこで､
精製Bリンパ球に対するODNBL07のB細胞に対する直接的なJgE産生抑制作用
を検討した結果､ ODN BL07は有意なIgE産生抑制作用を示し､ B細胞に対する
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OD… BL07の直接作用が明らかとなった｡
I'n vivoにおいては､ ODNBLO7Sの皮下投与および経口投与でのIgE産生抑制
作用を検討した｡皮下投与では､ BALE/Gマウスにコントロール群として､ OVA
とODN BLO7S (10 LLg/mouse)を2回授与し､ Th2偏向のマウスを作成しIgE
を測定することで抗アレルギー作用の評価を行った｡その結果､ ODN群で有意
なIgE産生抑制作用が確認され､ OD… BLO7Sの皮下投与における抗アレルギー
作用が示唆された｡経口投与においては､ OVAを腹腔内投与したTh2偏向モデ
ルBALB/Cマウスを作成し､ ODNBLO7Sの投与によるIgE産生抑制作用を検討し
た｡その結果､ ODN群でコントロールと比較して有意に低いOVA特異的IgE値
を示し､ total lgE値ではODN群で低下傾向が敵められ､経口投与においても
その抗アレルギー作用が示唆された. ODN BLO7SによるlgE産生抑制の作用機
序を検討するために､皮下および経口投与ともに､牌巌細胞からのcytokine
誘導試験を実施した｡皮下投与においては､ Th2 cytokineがODN BLO7Sの投与
により有意に低値を示し､ Th2反応の抑制がIgE産生を抑制している機序とな
っていることが示唆された｡また､経口投与においては､ Thlcytokineである
IFN-γ　の有意な誘導と､ Th2 cytokineの低下傾向が認められ､ Thl/Th2
balanceが改善していることが示唆されたo近年､抗アレルギー作用への関与
が示唆されている制御性cytokineであるJL-10およびTGF-βに関しては､皮
下ならびに経口投与においてもコントロールとの差は認められず､本研究での
ODN BL07の抗アレルギー作用にはこれら制御性T細胞から産生される調節性因
子は関与していないことが示唆された｡
本研究と並行して､ ODN BL07を同定したBifidobacterI'um /ongum BB536に
関する免疫調節作用の検討がなされた｡ OVA感作マウスを用いたinvitro試験
においては､ BB536菌体は牌臓細胞から産生されるtotal lgEとTh2 cytokine
であるIL14を抑制した｡また､ BB536菌体の刺激により未成熟なマウス骨髄由
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来樹状細胞(BMDC)は成熟化され､このBMDCをOVA感作マウスの牌臓T細胞と
共培養した場合には､ T細胞から産生されるlL-4が抑制された｡ OVA感作マウ
スへのBB536投与実験では､血中のtotal lgEおよびIgGl濃度上昇の抑制が確
認された｡以上の結果から､マウスにおいてBB536は樹状細胞をはじめとする
抗原提示細胞を介して､ IgEおよびTh2cytokineを抑制した抗アレルギー作用
が示唆されている(unpublished results) ｡また､ 2004､ 2005年のスギ花粉
飛散シーズンに､ 8ifidobacter/'Lm /ongum BB536の摂取による花粉症改善効果
について検討したところ､両年において症状の緩和効果や血中マーカーの改善
が認められた【62-63】｡これらBB536菌体が示す抗アレルギー作用の作用機序
として､本研究結果は､そのゲノムDNA成分が関与している可能性を示唆する
ものである｡とくに､経口投与において､ probiotics菌体成分であるt)NA成分
が抗アレルギー作用を示すことが明らかになったことにより､これまで菌体レ
ベルでしか諭ずることが出来なかったprobioticsの抗アレルギー作用を､物
質論的な研究レベルまで高めることが出来たことは､これからのprobiotiGS
の抗アレルギー作用の作用機序解析を加速させるものと考えられる｡これら研
究成果の蓄積がなされたBI'fI'dobaoterI'um longumBB536を使用した発酵乳製品
が発売されている｡
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3）学　会　発　表・招　待　講　演
［学会発表　国内］
1．下里剛士，北澤春樹，加藤真一郎，遠野雅徳・永沢千穂・木村俊朗，川井泰・
膏藤忠夫；免疫活性ATオリゴヌクレオチドのToll様受容体9を介するTh－1
系免疫応答の誘導　日本畜産学会　第104回大会　講演要旨集，P・175，
2005．
Z．木村俊朗，北澤春樹，下里剛士，伊藤喜之，加藤真一郎・遠野雅徳・永沢千
穂，川井泰，佐々木隆，膏藤忠夫；新規免疫活性ATオリゴヌクレオチドの
LactobacHkJSgaSSeriOLL2716ゲノムDNAからの探索　El本畜産学会第
104回大会　講演要旨集，P．175，ZOO5・
3．遠野雅徳，北澤春樹，下里剛士・加藤真一郎・木村俊朗・川井泰・渡逸康一・
麻生久，山口高弘，脅藤忠夫；ヒトモデルとしてのブタ腸管関連リン′哺紛こ
ぉけるTo”－”kereceptor（TLR）Zの発現解析　日本畜産学会第104回大会
講演要旨集，P．175，2005・
4．高橋典俊，北澤春樹，岩淵紀介，清水（肖）金忠・岩附慧二・小久保貞之・斎
藤忠夫；BifidobacteriumlongumBB536ゲノム由来■SS－ODNの抗アレルギー
作用，2005年度　日本乳酸菌学会大会，東京・2005■
5．Iliyan”iev，HarukiKitazawa・TakeshiShimosato・ShinichiroKatoh・
HirotsuguMorita，HeFang・MasatakaHosoda，YasushiKawaiandTadao
saito；NoveIoligodeoxynucleotideinthegenomicDNAofLactobaci”us
rhamnosusGGelicitsstrongimmunostimulation・El本農芸化学会　2005年
度大会講演要旨集，P・112，札幌・2005（学会トピックスに採択）・
6．下里剛士，北澤春樹，遠野雅徳，伊藤書之，川井奉・佐々木隆・膏藤忠夫；
プロバイオティツク乳酸菌由来，新規免疫刺激性DNAのTo”様受容体9を介
－284－
するTh－1系免疫応答の誘導とその構造特性．日本食品免疫学会　第1回学術集
会，東京，2005．
7．遠野雅徳，北澤春樹，下里剛士，川井泰，渡蓮康一，麻生久，山口高弘，斎
藤忠夫；ヒトモデルとしてのブタ腸管関連リンパ組織におけるToll様受容体2
および9の発現解析．日本食品免疫学会　第1回学術集会，東京，2005．
8．遠野雅徳，北澤春樹；ブタ腸管関連リンパ組織における　TolHike
receptor（TLR）Zおよび9の発現とその機能解析．第141回日本獣医学会学術
集会，講演要旨集，P．226，つくば，2006．（ベストポスター賞受賞）．
9．馬上真之，遠野雅徳，下里剛士，麻生久，川井泰，斎藤忠夫，北澤春樹；ブ
タ腸管上皮細胞（PIE）におけるToll様受容体（TLR）ファミリーの機構発現．
日本畜産学会　第106回大会　講演要旨集，P．146，2006．
10．遠野雅徳，下里剛士，川井泰，脅藤忠夫，池上秀二，北澤春樹；プロバイ
オティクスを認識するブタTLRZ強制発現細胞による新規分子免疫評価系の構
築．日本畜産学会　第106回大会　講演要旨集，P．9，2006．（優秀発表賞受賞）
［学会発表　海外］
l・KitazawaH・，T・Shimosato，S・Katoh，M．Tohno，Y，KawaiandT．Saito；
lmmunostimulatoryactivitiesofanovelAToIigonucleotidefrom
Tllmmunobioticc”LactobacjNusgasserjonswinepeyer’spatchce”S．
ADSA－ASAS－PSAJointMeeting，St．Louis，MO，USA，ZOO4．
2・ShimosatoT．，H．Kitazawa，M．Tohno，S．Katoh，Y．KawaiandT．Saito；AT
OHgOnuCleotidefrom■rlmmunobioticc‖LactobacjmJSgaSSeIl augments
immuneresponseviaTo‖－likereceptor9signallng．ADSA－ASAS－PSAJoint
Meeting，St．Louis，MO，USA，2004．
3・TohnoM．，T．Shimosato，Y．Kawai，T．SaitoandH．Kitazawa；
Developmentofanovelimmunoassaysystemforimmunobioticsthat
－285－
modulateintestina＝mmunitythroughT0．．－．ikereceptorZ．ADSA－ASAS
jojntmeeting，Minneapolis，MN，USA，2006．（Graduatestudent
COmPetition，finalist）
4・KitazawaHL・M・Tohno・T・Shimosato，Y・Kawaj，andT・Saito；
Fmmunobioticlacticacidbacteriainduceimmuneresponsesinimmature
gut－aSSOCiatedlymphoidtissuesviaTolトIikereceptors2and9．
ADSA－ASASjointmeeting，Minneaporis，MN，USA，2006．
［招待講演］
1・北澤春乱費藤忠夫；イムノバイオティツク乳酸菌のTol目蓋受容体を介す
る腸管免疫調節機構の解明・日本乳酸菌学会　2004年度大会シンポジウム，
仙台，2004年7月9臥
2・曹藤忠夫；プロバイオティクスの示す持続的免疫修飾性、抗菌性および乳
糖分解性発現に重要な腸管付着性・日本食品免疫学会第2回学術大会シンポ
ジウム，東京，2005年11月9日．
3・Kitazawa，HリT・Shimosato，M・TohnoandT・Saito；SwineintestinaI
immunityvjaTomkereceptorsanditsadvancedappIicationtoFood
immunoIogy・Session A・lmmunoFogy and animaI disease control，
lnternationalSymposiumonRecentAdvancesinAnima．Scjence，Sendai，
Nov．17，2005．
4・北澤春欄巨イムノバイオティクスからの新規免疫刺激性DNAの発見と分子
免疫評価システムの構築・第171回酵母細胞研究会例会，千葉，2005年11
月25乱
5・Kitazawa，H・；mmunereSPOnSeSOf，mmunobioticsandlmmunogenics
ViaToIHikereceptorsandthejradvancedappllCationtoFoodimmunology・
2ndlnternationalBi0－microcosmosWorkshop，Sapporo，Feb．2，2006．
一286－
6．北澤春楕；パターン認識受容体を介したイムノバイオティクスによる腸管免
疫調節機構，第141回日本獣医学会学術集会　微生物学分科会シンポジウム
「異物認識の多様性と微生物感染」，講演要旨集，P．145，つくば，2006年3
月21日．
7．北澤春樹；イムノバイオティクスからの新規免疫調節因子の発見とその分
子免疫評価系の構築，日本畜産学会賞受賞講演，講演要旨集，Pj，福岡，
2006年3月29日．
4）　報 道
1．「◆農芸化学会◆森永乳業、BB536菌の抗アレルギー活性本体を発表」日経
バイオテクホームページ（2005年3月30日）．
BiotechnologyJapanホームページ内情報より掲載
（http：／／biotech．nikkeibp．co．jp／bionewsn／detaiIJsp？newsid＝＆id＝20029423）
Z．「東北大脅藤教授ら、乳酸菌のTLR刺激DNA配列を森乳BB536、タカナシ
LGG、明乳LGZlで確認」日経バイオテクホームページ（2005年日月15日）．
BiotechnologyJapanホームぺ－ジ内情報より掲載
（http＝／／biotech．nikkeibp．co．jp／bionewsn／detail．jsp？newsid＝SPC2005111535558＆id＝0）
－316－
5）　特
1．免疫賦活剤　（特開2006－232790）
2．ATオリゴヌクレオチドを有効成分とする免疫応答増強性薬剤及び食品成
分　（特開2006－223110）
3．オリゴデオキシヌクレオチドおよびこれを利用する免疫修飾剤
（特開2006－325540）
－319－
6）　商　品　開　発
1．抗ブタTo州kereceptor2ポリクローナル抗体
2．抗ブタTo”－likereceptor9ポリクローナル抗体
（1，2とも，コスモ・バイオ株式会社より販売（平成19年3月発売））
ー358－
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